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RÉSUMÉ
La phylogénie a pour but la recherche des relations de parenté entre les organismes.
Plusieurs phénomènes perturbent cette recherche, parmi lesciuels les transferts ho
rizontaux de gènes, qui consistent essentiellement à l’échange de matériel génétique
entre des individus d’espèces différentes. Récemment, de nombreux cas de trans
ferts horizontaux ont été mis en évidence, même entre des espèces éloignées. Cela
nous amène à nous demailder s’il est pertinent de parler d’un arbre du vivallt est
ce que tous les gènes sont potentiellement transférables horizoiltalernent, ou bien
exite-t-il des gènes qui sont peu ou pas transférés, permettant ainsi l’obtention de
la vraie phylogénie des organismes ? Notre hypothèse est que les gènes qui sont les
plus répandus seront moins transférés que ceux cmi sont peu répandus. Potir tes
ter notre hypothèse, nous recherchons les gènes homologues non paralogues (HNP)
dans les génomes d’un certain nombre de bactéries en faisant une recherche des
hits BLAST réciproques. On récolte les gènes HNP présents daiis tous nos génomes,
tous les génomes sauf un, etc. Pour chacun de ces groupes de gènes, on reconstruit
l’arbre phylogénétique puis on le compare avec l’arbre original des organismes. En
comparant les branches de ces arbres, nons seront capables d’observer s’il y a eu
des tranferts entre les espèces étudiées.
Mots clés : phylogénie, transferts horizontaux de gènes, procaryotes,
évolution moléculaire, génomique, phylogénomique.
ABSTRACT
Phylogeny’s goal is to find the relationships between organisrns. Many obstacles
can deter this search, one of them Seing horizontal gene transfer (HGT). HGT is
the exchange of genetic material between different species. Recently, many cases of
HGT have been discovered, even hetween distantly related species. This brings us
to question the concept of the tree of life: are anv genes susceptible to HGT. or are
there genes that are seldom or not transferred, allowing the true phylogeny to he
found ? Our hypothesis is that widespread genes are less prone to 5e transferred
than rare ones. We iclentify non-paralog homologous (HNP) genes in a limited
number of completely sequenced bacterial genomes. We select those who are present
in ail genomes, ail but one, etc. We infer the phylogeny for each HNP gene family,
then we compare it to the organismal phylogeny in order to determine whether
some HGT has taken place.
Keywords: phylogeny, horizontal gene transfer, prokaryotes, molecu
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION
1.1 Arbre universel du vivant
1.1.1 L’arbre des espèces
Il est communément admis que tOiltes les formes de vie actuelles descendent d’un
ancêtre commun, notamment parce que toutes les formes de vie utilisent (à quelques
exceptions mineures près) le même code génétique. Ce concept a été proposé par
Darwin (1859) dans son ouvrage On the origin of species. Sa théorie comporte trois
idées principales il y a une forte variabilité au sein de chaque population, la sélec
tion naturelle cause la descendance avec modification au cours des générations, et le
système naturel de classification est de nature généalogique (Dayrat, 2003). Darwin
(1859) représente les relations de parenté entre les espèces sous forme d’arbre. Son
schéma est purement théorique car il ne mentionne aucune espèce, mais implique
une origine commune pour toutes les espèces. Cependant, il fonde le concept de
phylogénie, soit l’origine et l’évolution d’un ensemble d’organismes.
1.1.2 Les trois royaumes de la vie
Haeckel (1866) est le premier à proposer une classification globale des diffé
rentes formes de vie. L’idée de base est qu’un caractère morphologique semblable
chez différentes espèces est une bonne indication d’une origine commune, autrement
dit il est improbable qu’il ait évolué plus d’une fois (c’est le concept de parcimo
nie). Ces états dérivés d’un même caractère ancestral sont dits hornoÏognes. En
comparant plusieurs caractères, on parvient à établir la phylogénie de ces espèces.
En utilisant ce principe, Haeckel distingue trois royaumes Ptantae, Animatia et
Protista (mais voir Dayrat (2003)). Cependant, la classification des espèces de pe
tite taille est problématique en raison du manque de caractères à comparer. Les
espèces microscopiques (et tout ce qui n’est pas reconnu comme animal ou plante)
2sont désignées comme Moneres, y compris les quelques bactéries déjà découvertes
(les “algues bleues-vertes” notamment). Avec le développement d’instruments d’ob
servation pius performants. un plus grand nombre d’espèces microscopiques est
découvert, accroissant d’autant l’hétérogénéité de ce royaume.
1.1.3 Concept de procaryote
Chatton (1938) est le premier à proposer la dichotomie maintenant bien connue
entre procaryotes et eucaryotes, en plus d’introduire les termes mêmes. Cependant
ses travaux seront négligés durant des décennies (Sapp, 2005), et ne seront réha
bilités qu’en 1962 par Stanier et van Nid. Ces derniers soulignent qu’ “il existe
deux types d’organisation cellulaire; les bactéries et les algues bleues-vertes, dont
les cellules sont de nature procaryote. se différencient clairement des antres pro
tistes (les autres algues. protozoaires et champignons) qui sont de nature eucaryote”
(traduction libre). La différence entre les deux types est essentiellement la présence
chez les eucaryotes d’un noyau cellulaire contenant le matériel génétique, ainsi que
d’organelles. Malgré ce changement conceptuel radical, déterminer la phylogénie
des procaryotes reste une tâche extrêmement ardue. En effet. si les animaux, et les
plantes (et même les protistes grâce à l’utilisation du microscope électronique) ont
de nombreux caractères morphologiques aidant à les classifier, les procaryotes en
présentent relativement peu. Les tentatives de classement doivent recourir essen
tiellement aux caractéristiques physiologiques des espèces. Ces critères restent très
artificiels. et surtout se contredisent souvent. Les résultats obtenus sont loin d’être
satisfaisants.
1.1.4 Utilisation de caractères moléculaires
Aucun progrès significatif n’a été accompli jusqu’à l’utilisation de caractères
moléculaires (Stanier et van Niel. 1962). Zuckerkandl et Pauling (1965), puis Fitch
et Margoliash (196f) initient la révolution en proposant les “molécules comme docu
ments de l’histoire évolutive” et leur utilisation pour la construction d’arbres phylo
3génétiques. Woese et Fox (1977) mettent ces concepts en application. Ils utilisent la
petite sous-unité (16$ ou 18$) de l’ARN ribosomique ($$U rRNA, rnatÏ .subunit of
ribosomat RNA) pour plusieurs espèces procaryotiques et eucaryotiques. Ils étudient
les coefficients «association (c’est-à-dire le nombre d’oligonucléotides en commun)
entre les sous-unités des différentes espèces. Plus les espèces sont proches. plus le
nombre d’oligonucléotides identiques entre les molécules sera élevé, et meilleur sera
le coefficient d’association. Grâce à cette approche, ils découvrent un groupe de
procaryotes (des bactéries méthanogènes et halophiles) qui sont aussi différents des
autres bactéries ciue des eucaroytes. Ils les baptisent archaebacteria en référence
à leur mode de vie (lui semble adapté aux conditions extrêmes qui prévalaient il
y a 3 ou 4 milliards d’années. Woese consacre la révolution due à l’utilisation des
séquences dans un long plaidoyer (1987). Il expose la supériorité des caractères
génotypiqnes sur les caractères phénotypiques largement utilisés dans le passé. En
effet, la définition et. l’interprétation de la similarité des caractères phénotypiques
sont souvent subjectives. Par opposition, les caractères génotypiques (c’est-à-dire
l’information sur la séquence) sont unidimensionnels. Les éléments d’une séquence
nucléotidique ou protéique sont simples, peu nombreux, bien définis, et comparables
de façon plus objective en utilisant des approches mathématiques.
Ainsi, le mécanisme sous-jacent à l’évolution est mis en lumière il s’agit des
mutations continuelles au niveau de la séquence génomique, souvent sans effet, mais
qui résultent parfois en un changement du phénotype. C’est ce phénotype qui, en
fonction de sa valeur d’adaptation (fitness’), sera favorisé ou non par la pression
sélective.
L’utilisation de caractères moléculaires a constitué une révolution dans le do
maine de la phylogénie, permettant des analyses beaucoup plus rigoureuses qu’avant.
Cela a également permis l’unification des classifications des espèces, notamment
chez les “procaryotes”, représentés en fait par deux royaumes bien distincts, les Bac
téries et les Archées. Toutes les autres formes de vie connues jusqu’alors constituent
les Eucaryotes (à l’exception peut-être des virus). Le nom de ces trois domaines de
1’iesure du succès reproductif.
4la vie (Eucarya, Bacteria et Archaea) a été proposé par Woese et al. (1990).
1.2 Histoire et biologie des transferts horizontaux de gènes
1.2.1 Hérédité et théorie synthétique de l’évolution
Afin d’expliquer les mécanismes de l’hérédité, Darwin (1868; 1871) a proposé la
théorie de la pangenèse. Selon cette théorie, toutes les cellules du corps contribuent
à la formation des gamètes en envoyant des pangènes vers les organes reproducteurs.
Cette théorie s’est avérée erronée. C’est Mendel (1866) qui avec ses expérimenta
tions sur les pois énonce les trois lois de l’hérédité qui sont tenues pour vraies
aujourd’hui encore. Ses travaux passent relativement inaperçus, et c’est seulement
en 1900 qu’ils sont redécouverts de façon indépendante et simultanée par de Vries,
Carl Correns et von Tschermak. Par la suite, grâce à leurs travaux sur Drosophitia
metanogaster, Morgan et al. (1915) montrent que le support de l’hérédité sont des
gènes situés de façon linéaire sur des chromosomes. Cepeildant, ce mode d’évolution
est discontinu, et les tenants de l’approche biostatistique (notamment Pearson et
Weldon) s’y opposaient vigoureusement, arguant que l’évolution était un processus
continu. Fisher (1918) propose un modèle statistique pour l’hérédité mendélienne
qui réconcilie les deux conceptions en montrant comment une variation continue
peut être le résultat de l’action de plusieurs loci discrets. Ce modèle qui unifie les
approches continues et discrètes pour expliquer l’évolution constitue la base de la
théorie synthéthique de l’évolution. Celle-ci est appuyée par d’autres (Dobzhansky,
1937; Mayr, 1942) et gagne rapidement la faveur de la communauté scientifique.
Le dogme central est la transmission d’une génération à l’autre du matériel gé
nétique. Cependant, cette transmission verticale ne pouvait pas expliquer certains
phénomènes constatés chez les bactéries.
1.2.2 Découverte du transfert horizontal
Il avait été remarqué que des phénotypes pouvaient se répandre parmi des
cultures bactériennes, suggérant l’échange de matériel génétique entre individus,
5et non pas seulement entre cellules mères et filles. Comme le résumelit Thomas et
Nielsen (2005), la preuve de l’existence de ce type de transfert a été apportée par la
découverte ciue la viruleilce était transmissible entre pneumocoques chez la souris
infectée (Griffit.h, 1928). Par la suite, Avery et al. (1941) ont découvert le principe
transformant responsable ayant isolé le “sodium desoxyribonucleate” (l’ADN) de
pneumocoques de type III (avec une capsule de polysaccharides), ils ont réussi à
trallsformer des pneumocoques de type II en ceux de type III ulliquement à partir
de l’ADN de type III. De plus, ils remarquent que cette modification est “prédic
tible, spécificue et transmissible (heritabte)” (traduction libre). Cette expérience
historique démontre que le support de l’hérédité est la molécule d’ADN. Elle met
aussi en lumière l’échange de matériel génétique entre individus, baptisé transfert
horizontat (HGT, pour horizontal gene transfer) par opposition à la transmission
héréditaire, dite VeTtiCate. Par la suite, plusieurs autres cas de transfert horizontal
ont été mis à jour, permettant une meilleure compréhension de ce phéllomène.
1.2.3 Écologie des HGT
Îlots génomiques La découverte de régions génomiques aux caractéristiques iJar
ticulières a conduit à suspecter une occurence de HGT. Au début des années 1980,
Hacker et al. (1983) observent chez E. cou des régions dont le taux de G+C et
l’utilisation des codons diffèrent du reste du génome. Ces régions, nommées îlots
génomiques, codent pour des fonctions non-essentielles comme la résistance aux
antibiotiques, des propriétés impliquées dans la symbiose ou la pathogenèse, ainsi
que d’autres fonctions métaboliques (voir Hacker et Kaper (2000)). Hacker et al.
(1983) remarquent que les gènes associés à la virulence diffèrent d’une souche d’E.
cou à une autre. Ces régions, qui sont alors ba.ptisées îlots de pathogénécité (Ha
cker et al., 1990), ont potentiellement été acquises par HGT. Plusieurs éléments
soutiennent cette hypothèse la présence de répétitions directes à leurs extrémités,
la présence de déterminants d’intégrases et autres loci de mobilité, ainsi que leur
instabilité génétique.
6HGT et caractéristiques écologiques Les HGT semblent aussi être influen
cés par les caractéristiques écologiques des espèces. .Jain et al. (2003) ont mis en
évidence une corrélation positive entre la fréquence des HOT et la taille du gé
nome et le contenu en G+C du génoIne. L’utilisation du carbone, le taux d’oxy
gène et les températures de croissance similaires sont moyennement corrélés. Les
HGT se font donc préférentiellement entre espèces partageant des caractéristiques
similaires. L’argument pourrait paraître circulaire, mais les deux facteurs les plus
importants (taille du génome et son contenu en G+C) sont indépendants de la
proximité physique entre les espèces.
Coleman et al. (2006) ont étudié les réactions physiologiques face aux varia
tions de lumière et de nutriments de plusieurs souches de Prochtorococcus. Les
souches présentent une grande variabilité génomique leur permettant de s’adapter
aux conditions prévalant dans leur habitat. L’essentiel des différences est concentré
dans les îlots génomiques. Les caractéristiques de ces régions indiquent qu’elles ont
vraisemblablement été acquises par HGT : elles sont associées à des gènes d’ARNt
(qui sont un site courant d’intégration pour les éléments mobiles), l’ARNt-proline
est répété plusieurs fois aux extrémités des îlots, et. surtout, jusqu’à 80V0 des gènes
de ces régions sont plus similaires à ceux d’organismes hors des cyanobactéries
(auxquelles appartiennent Prochtorococc’tzs). Le nombre et la variété des fonctions
remplies par les gènes dans les îlots génomiques mettent en évidence l’importance
du rôle des HGT dans l’adaptation d’espèces bactériennes à de nouvelles niches
écologiques.
1.2.4 Mécanismes du HGT
Le transfert horizontal de gènes comporte trois étapes principales le transfert
du matériel génétique dans le cytoplasme de la cellule hôte, l’intégration dans le
génome de la cellule hôte et la fixation dans la population.
1.2.4.1 Transfert
Le transfert proprement dit pellt s’accomplir de trois façons la transformation
naturelle, la conjugaison et la transduction.
1.2.4.1.1 Transformation naturelle La transformation est l’acquisition de
matériel génétique présent dans l’environnement et son intégration dans le génome.
ADN dans l’environnement Contrairement à ce que l’on pourrait conce
voir intuitivement, l’ADN est présent dans l’environnement il provient de cel
lules détruites ou en décomposition. De plus, certains genres le sécrètent naturel
lement : Acinetobacter, Atcatigenes, Azotobacter, BacitÏ’izs, Ftavobacterium, Micro
coccus, Pseudomonas et Streptococcus (Lorenz et Wackernagel, 1994; IVioscoso et
Claverys, 2004; Paget et Simonet, 1994). Des quantités non négligeables d’ADN
libre sont présentes 1 jig/g dans le sol et les sédiments (Ogram et al., 1987), et
de 0,03 à 88 ug dans l’eau douce et de mer (Deflaun et Paul, 1989; Karl et Bailiif,
1989). De plus, de nombreuses expériences ont montré que l’ADN libéré dans divers
environnements n’est pas immédiatement dégradé, mais persiste pour des durées
allant de quelques heures à quelques jours (voir Thomas et Nielsen (2005)).
Compétence Les cellules bactériennes doivent entrer dans un état physiolo
gique régulé nommé compétence qui implique 20 à 50 protéines. Les espèces bac
tériennes naturellement transformables développent l’état de compétence sous des
conditions particulières comme une modification de l’environnement, l’accès aux nu
triments, ou la densité cellulaire (Thomas et Nielsen. 2005). On estime qu’environ
1% des espèces décrites sont naturellement transformables (Jonas et al., 2001), mais
représentent une grande variété taxonomique chez les Archaea ainsi que dans les
grands groupes bactériens (Lorenz et Wackernagel, 1994; Paget et Simonet, 1994)
$Entrée de l’ADN L’ADN se lie de façon non covalente à des récepteurs
spécifiques à la surface de cellules compétentes. Dans la plupart des cas, la liaison
est non spécifique. mais N. gonorrhoeae et H. inftzenzae par exemple reconnaissent
des régions de 9 à 11 pb. Celles-ci sont espacées de 4 à 5 kb dans leur propre génome,
ce qui favorise les HGT intra-spécifiques. Dans tous les cas, l’ADN traverse la
membrane sous forme simple brin (Thomas et Nielsen, 2005).
1.2.4.1.2 Conjugaison La conjugaison est le transfert de matériel généticue
entre deux cellules via une jonction nommée pitus.
Plasmides et ICE Le matériel transféré est le plus souvent des ptasmides ou
des IGE (integrative conjugative etement). Un plasmide est un élément génétique
stable, circulaire (il existe aussi des plasmides linéaires), à double brin et auto
réplicatif (frost et. al.. 2005: Thomas et Nielsen, 2005). Il contient. des gènes pour
leur propre réplication ainsi que les gènes pour leur transfert (frost et al., 2005).
La conjugaison est la voie privilégiée pour la transmission de la résistance aux
médicaments. Les ICE sont des groupes de gènes chromosomiques qui codent pour
des intégrases et des protéines de conjugaison, ainsi que d’autres fonctions. De plus,
les ICE et les plasmides peuvent être transférés entre les cellules, contrairement
aux flots génomiques (frost et al., 2005). La conjugaison comporte trois étapes
l’appariement des cellules et la formation du pilus, la signalisation que le transfert
peut débuter, et le transfert proprement dit. Il existe différents types de mécanismes
de conjugaison. les deux plus distincts étant ceux des bactéries Gram-positives et
Gram-négatives (Frost. et al., 2005).
Appariement des cellules Un gène code pour la “protéine de couplage”
qui est responsable de la synchronisation de l’appariement des cellules, ainsi que
du “pompage” de FADN dans la cellule receveuse (Gomis-Ruth et al.. 2004). Il
s’agit d’une protéine de la famille des ATPases TraG qui se lie à la membrane
cytoplasmique. La plupart des systèmes de conjugaison comprennent une relaxase
9qui transforme l’ADN en simple brin pour en faciliter le transfert (frost et al.,
2005).
Formation du pilus Le pilus est assemblé par le système de sécrétion de
type IV (T4SS) dans lequel une protéine de couplage relie un complexe protéique
transmembranaire (un transféTos orne) à un complexe nucléoprotéique (un retaxo
some). Les T4$S se retrouvent dans tous les plasmides (sauf pour Bacteroides)
ainsi que dans plusieurs ICE (voir (Frost et al., 2005)).
Transfert de l’ADN Il est intéressant de souligner que les plasmides et les
ICE peuvent aussi transférer de l’ADN chromosomique (Wilkins et Frost, 2001). En
effet, ils peuvent parfois être intégrés dans le génome hôte, et sont alors excisés de
façon imprécise avec des portions du génome hôte potentiellement grandes (Frost
et al., 2005). Lorsque le plasmide ou l’ICE passent dans la cellule réceptrice, l’ADN
de l’hôte se retrouve transféré horizontalement.
1.2.4.1.3 Transduction La transduction est un transfert de gènes médié par
certains phages.
Bactériophages Les bactériophages (ou phages) sont des virus s’attaquant
aux bactéries. Leur génome peut être constitué d’ADN ou d’ARN simple- ou double-
brin de taille de 5 à 650 kilobases (kb). Leur mode de vie consiste à détourner les
systèmes de la cellule-hôte afin de lui faire synthétiser de nouveaux virus (protéines
de la capside et génome). Il existe deux types de bactériophages les virulents qui
causent la lyse de la cellule infectée, et les tempérés, qui ont un cycle alternatif au
cours duquel ils s’intègrent au génome-hôte. Cette recombinaison non-homologue
est médiée par des enzymes encodées par leur génome (Frost et al., 2005).
Transfert de l’ADN Lorsque le virus entre dans le cycle lytique, l’ADN de
l’hôte est parfois encapsidé avec le génome viral (Zinder et Lederberg, 1952). Lors
de l’éclatement de la cellule, les nouveaux virus se retrouvent dans l’environnement.
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Après qu’ils ont infecté d’autres cellules, l’ADN de l’hôte original est intégré clans
le génome du nouvel hôte (et ainsi transféré horizontalement).
1.2.4.2 Intégration dans le génome
Une fois que l’ADN étranger est entré dans la cellule, il doit être intégré au
génome-hôte afin de pouvoir persister de génération en génération. La séquence
transférée peut être intégrée par recombinaison homologue si elle présente une simi
larité suffisante avec une partie du génôme hôte. Dans le cas contraire, l’intégration
peut quand même se faire par recombinaison illégitime. Les plasmides constituent
toutefois une exception ces molécules dADN généralement circulaires et double-
brin possèdent une origine de réplication et sont capables de s’autorépliquer en
utilisant la machinerie de la cellule-hôte (Thomas et Nielsen, 200.5). et nont donc
pas besoin d’être intégrés pour persister.
1.2.4.2.1 Recombinaison homologue Une fois clans la cellule, l’ADN peut
s’intégrer au génome hôte par recombinaison homologue (après être redevenu double-
brin au préalable). Pour cela l’ADN et le génome hôte doivent présenter une région
de 25 à 200 paires de bases (ph) avec une grande similarité, c’est-à-dire au plus 25%
de différence (Thomas et Nielsen, 2005). Le taux de recombinaison varie de 0,1%
(A. babyti) à 25-50% (3. subt’itis et S. pneumoniae) (Palmen et Hellingwerf, 199f).
Gomez et al. (2005) ont comparé la fréquence de recombinaison de plasmides thêta
chez E. cou et B. s’abtitis en fonction du pourcentage de divergence des séquences
chez E. coti elle passe de lO pour 0% de divergence, à iO pour 4% et. 22%
de divergence. Chez 3. subtitis. elle varie de iO pour 0% à iO pour 22% de
divergence.
La recombinaison homologue se produira donc préférentiellement entre gènes
issus de la même espèce ou d’espèces proches, et surtout entre souches au sein
d’une même espèce (Ochman et al. (2005)). Cependant, il existe des portions de
gènes très conservées à cause d’une forte pression de sélection comme l’ARNr.
et des gènes homologues d’espèces très éloignées pourront être recombinées. La
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recombinaison homologue est un phénomène rare (fréquence de iO dans le cas
optimal de séquences identiques) et difficile à détecter car ses effets sont difficilement
discernables de substitutions aléatoires. Heureusement. ce phénomène ne semble pas
trop affecter l’inférence phylogénétique (Philippe et Douady, 2003). du moins dans
un contexte de concaténation phylogénomique. Au vu de la rareté de ce phénomène,
nous pouvons nous permettre de ne pas nous en soucier.
1.2.4.2.2 Recombinaison illégitime Plusieurs gènes permettent la recorn
binaison illégitime chez E. cou (Ikeda et al., 2004). Ce type de recombinaison
nécessite peu (9-13 pb) ou très peu (<4 pb) d’identité entre les séquences (van
Rijk et Bloemendal, 2003), et semble dépendre de la quantité d’ADN ligase pré
sente présente en quantité suffisante, cette enzyme permet l’intégration illégitime
de fragments d’ADN normalement trop court.s pour être intégrés (Onda et al.,
2001). D’après Thomas et Nielsen (2005), ce phénomène serait relativement rare,
mais selon van Rijk et Bloemendal (2003) la recombinaison illégitime est utilisée
par les cellules de mammifères pour réparer les cassures double-brin dans l’ADN,
et ce 100 à 1000 fois plus frécjuemment que la recombinaison homologue.
1.2.4.3 Fixation dans la population
Une séquence d’ADN transférée horizontalement l’est dans une seule cellule.
Afin de demeurer de façon pérenne chez l’espèce réceptrice, elle doit se répandre
chez tous les individus. Lorsque cela s’est produit, on dit qu’il y a eu fixation (la
définition classique de la fixation est le moment où la fréquence d’un allèle donné
atteint 1, soit 100%).
Facteurs s’opposant à la fixation Berg et Nurlancl (2002) ont étudié et mo
délisé la dynamique de fixation des HGT au sein de populations bactériennes. Un
grand nombre de facteurs concourent à empêcher la fixation. Premièrement, on
sattend à ce que la très grande majorité des séquences transférées n’apportent pas
de nouvelle fonction ou d’avantage sélectif à leur hôte. C’est dire que la plupart du
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temps, les séquences transférées sont neutres ou presque neutres (“nearty-rientrat”)
(Berg et Kurland, 2002). D’autre part, la probabilité qu’une séquence n’ayant pas
d’avantage sélectif soit fixée est inversement proportionelle à la taille de la popu
lation N. Plus précisément, elle est de 1/N (Kimura. 1962). Ainsi, pour les popu
lations bactériennes, dont les tailles sont très grandes (la population globale d’E.
coti a été estimée à 1020 (Ochrnan et Wilson, 1987)), la probabilité de fixation
d’une séquence neutre est presque nulle. Il faut aussi tenir compte de l’effet des
mutations aléatoires : celles-ci s’opposent à la fixation à cause de leurs effets
délétaires. Enfin, le coût de maintien du matériel génétique supplémentaire à
entretenir cause une perte de compétitivité (7oss offitness) pour l’hôte. À terme.
ces phénomènes causent la disparition pure et simple des séquences transférées. Le
processus se nomme nettoyage génétique (“genetic sweep’). La durée de persis
tence des séquences transférées dans les génomes est donc faible à l’échelle évolutive.
D’autres effets préviennent la fixatioll. Une séquence importée sera moins efficace
chez l’hôte car elle a été optimisée pour sa traduction et ses interactions dans l’en
vironnement créé par le génome d’origine. Dans le cas où le gène importé a déjà
un homologue dans le génome hôte, la probabilité qu’il soit fixé en remplacement
de l’original est égale à l/2N (Berg et Kurland. 2002), ce qui est presque égal à
zéro pour les populations bactériennes. Par conséquellt, un gène redondant aura
tendance à acquérir une nouvelle fonction par mutatioll plutôt que de conserver sa
fonction originale dans le cas où il aura été fixé dans la population.
Condition de fixation Pour être fixé, un gène transféré doit donc apporter
un avantage sélectif suffisamment important pour contrebalancer tous les facteurs
concourant à son élimination (Berg et Kurland, 2002). On imagine aisément que
la fréquence de fixation d’une séquence transférée est presque nulle à l’échelle cou
rante. Autrement dit, un HGT réussi semble un évènement rare, à moins qu’on se
place à l’échelle évolutive. Cependant, les travaux de Hao et Golding (2004) sug
gèrent qu’un grand nombre de transferts horizontaux sont présents aux extrémités
de l’arbre de la vie. impliquait donc les espèces vivant actuellement. Certains de
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ces gèlles ne sont pas présents chez toutes les souches des espèces étudiées, et ser
viraient à l’adaptation écologique, ce qui est confirmé par Marri et al. (2006). Hao
et Golding (2006) indiquent que ces gènes acquis sont ligilée-spécifiques et qu’ils
évoluent plus rapidement que les gènes résidants. Cette évolution rapide serait un
mélange de sélection directionnelle (directionat seÏection) pour s’harmoniser avec
les caractéristiques du génome, et de mutations détruisant leur fonction. Ces gènes
seraient donc acquis et sélectionnés rapidement pour l’adaptation à une niche éco
logique particulière, et vraisemblablement perdus rapidement lors d’un changement
de niche de l’espèce.
D’autre part, le fait qu’une séquence doive être sélectivement avantageuse pour
être fixée (tel que prédit par le modèle de Berg et Kurland (2002)) est contesté par
Novozhilov et al. (2005). Leur modélisation mathématique des HGT, qui est une
extension du modèle de Berg et Kurland (2002), permet à des séquences neutres
ou même légèrement désavantageuses d’être conservées durant d’assez longues pé
riodes. Le modèle comporte cinq paramètres : le taux d’inactivation par mutation, le
coefficient de sélection, le taux d’illvasion (le taux d’arrivée de nouvelles séquences
dans la population), le taux de propagation intra-populatioll (“infection”), et la
taille de la population. Si le taux de propagation intra-populatioll est comparable
au taux d’inactivation par mutation, et en considérant le processus d”invasion”
(deux paramètres que Berg et Kurland (2002) ont négligés), des séquences neutres
ou légèrement désavantageuses pourront persister assez longtemps pour être fixées.
Malheureusement, il n’existe pas d’estimation empirique de ces paramètres, ce qui
empêche de vérifier la validité du modèle.
Le transfert horizontal de gènes est dollc un processus complexe pouvallt s’ac
complir de façons très variées, allant d’un transfert direct de matériel génétique
entre deux cellules bactériennes à une transmission via un médium viral. Si le
transfert horizontal permet l’acquisition rapide de nouvelles fonctions permettant
de s’adapter à une nouvelle niche ou à un changement écologique, sa réussite est
contrecarrée par un grand nombre de facteurs adverses. Un gène transféré doit
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notamment interagir avec de nouveaux partenaires génomiques, et doit aussi se
répandre parmi tous les individus de la population pour être fixé et ainsi perpétué.
1.3 Fréquence des HGT et remise en cause de l’arbre de la vie
1.3.1 Fréquence des HGT et type de gènes affectés
La fréquence des transferts horizontaux de gènes est difficile à estimer. Initia
lement, peu d’exemples étaient décrits, et l’idée générale étaient que les transferts
étaient des évènements plutôt rares. Sous l’influence de Woese et al. (1980) et de
RF Doolittie (Smith et al.. 1992). l’hypothèse d’un HGT ne devait être appelée
qu’en dernier recours, quand toutes les autres explications avaient échoué. Cela a
mené au sentiment que les HGT étaient rares. Cependant. avec le début de Fère
génomique et la disponibilité des séquences de génomes entiers, un grand nombre
de cas ont été découverts. Nakamura et al. (2004) ont par exemple estimé à 147o le
nombre de gènes acquis récemment par HGT dans les génomes de 116 procaryotes.
Gogarten et al. (2002) recensent plusieurs exemples de HGT impliquant l’ARN
ribosornique. des protéines ribosomiques. des facteurs d’élongation, etc., ainsi que
plusieurs enzymes métaboliques comme l’A/f-ATPase, la glutamate synthase. une
catalase/péroxydase, etc. Une grande variété de groupes taxonomiques sont impli
qués. Deux bactéries hyperthermophiles, Aqnifex aeoÏicus et Thermotoga maritima,
ont un grand nombre de gènes d’origine clairement archaenne (Aravind et al., 2001;
Nelson et al., 1999). Le génome de $ynechocystis sp. code pour un certain nombre
de protéines associées à différentes formes de signalisation d’origine eucaryotique
(Naneko et Tabat.a. 1997: Ponting et al.. 1999). Ces exemples illustrent Fexistence
de transferts inter-domaines.
1.3.2 Effet des HGT sur la phylogénie
En plus de leurs effets marqués sur les organismes, les HGT peuvent influencer
l’inférence phylogénétique de façon drastique. En effet, si deux espèces éloignées
sont. impliquées dans un transfert, alors la phylogénie du gène transféré les fera
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paraître beaucoup plus proches qu’elles ne le sont en réalité. Un tel réarrangement
de la phylogénie peut la rendre totalement incongruente avec la phylogénie des
espèces (Philippe et Douady, 2003) voir figure 1.1.
LE_
Gene 2
Figure 1.1 Incongruences phylogénétiques causées par les HGT (Philippe et
Douady, 2003). Les flèches orange et bleue dénotent deux HGT hypothétiques
affectant les gènes 1 et 2, respectivement. Les phylogénies résultantes sont com
plètement incongruentes, bien que le nombre de HGT soit faible.
Si un seul transfert récent peut être difficile à détecter, comment démêler le
grand nombre de transferts recensés? Cependant, il convient de mentionner que
tontes les incongruences ne sont pas causées par les HGT (Philippe et Doiiady,
2003). En effet, les artéfacts de reconstruction en sont une source majeure (voir
section 1.4.1). De plus, l’ancienneté du transfert peut également avoir n impact
important par exemple un transfert pourrait être si ancien (et donc très répandu
dans les espèces actuelles) qu’on ne soupçonnerait pas ciu’il a eu lieu (Lawrence et
Ochman, 2002). Il apparaît donc que la phylogénie des gènes peut être dissociée de
la phylogénie des organismes (la phylogénie traditionnelle).
1.3.3 Remise en question du concept d’espèce chez les bactéries
Si l’on extrapole la dissociation entre phylogénie des gènes et phylogénie des
espèces, on peut aller jusqu’à redéfinir la notion même d’espèce. Chez les proca
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ryotes en général et chez les bactéries en particulier où les taux de HGT sont
potentiellement élevés, une espèce peut être redéfinie comme un réservoir duquel
rentrent et sortent les gènes au gré des transferts (Gogarten et Townsend, 2005).
Les procaryotes formeraient alors une communauté partageant un bassin de gènes.
chaciue espèce se définissant par le sous-ensemble de gènes possédés. Si certaines
espèces échangent des gènes de façon préférentielle entre elles, la fréciuence de trans
fert pourrait devenir le signal phylogéllétique (Gogarten et al., 2002). Dans ce cas,
deux espèces seraient plus proches d’une troisième non pas parce qu’elles ont un
ancêtre commun plus récent, mais parce qu’elle s’échangent des gènes plus fréquem
ment qu’avec la troisième.
1.3.4 Remise en cause en question de l’utilisation d’un arbre
Sans aller jusqu’à une conception si radicale, la multiplication des cas de HGT
reportés a conduit WF Doolittle (1999) à remettre en cause le concept d’arbre de
la vie. En effet, si chaque transfert est représenté par une ligne horizontale entre
les branches impliquées. l’arbre de la vie ressemblerait plus à un réseau.
Kingdom
Des auteurs ont proposé des concepts moins contraignant qu’un arbre, comme
par exemple une “toile d’araignée” (cobweb) de la vie (Ge et al., 2005), où le tronc
et les branches de l’arbre (représentant les relations de parenté) sont plus épais,
et où les transferts sont représentés par des filaments entre les branches. Bapteste
et al. (2004) proposent la “Synthèse de la Vie” (The Synthesis of Life). qui modélise
Domain IBacteria
Figure 1.2 — WF Doolittle l’arbre ou le buisson de la vie? (Doolittle, 1999)
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les deux composantes (verticale et horizontale) de l’hérédité. Il s’agit d’un arbre
phylogénétique classique dont certains noeuds sont reliés de façon horizontale afin
de représenter les HGT. Selon eux, les portions bien résolues représentent un signal
vertical prédominant. Les portions incongruentes et moins bien résolues dénotent
des gènes ayant récemment subi des évènements de HGT. Toutes ces propositions
sont globalement équivalentes car elles peuvent être résumées par un réseau. Cette
représentation est plus souple que l’arbre et permet. à une espèce d’avoir plusieurs
ancêtres (modélisation du HGT). Cependant, comme la plupart des algorithmes
relatifs à la phylogénie oiit. été développés pour les arbres, les réseaux sont encore
relativement peu utilisés. De plus. les réseaux étant plus complexes, les temps
d’exécution des algorithmes sont plus grands.
1.3.5 Noyau de gènes peu ou pas transférés
Évidemment, il serait un peu naïf de sombrer dans le “tout HGT”. L’existence
d’un noyau de gènes résistants aux transferts semble intuitive (c’est la conception
traditionnelle de l’hérédité). Plusieurs études tendent à montrer qu’un tel noyau
existe (Snel et al., 2002). Woese et aI. (1980) ont montré que la petite sous-unité
du rRNA était une bonne molécule pour construire des phylogénies car elle est
présente chez tous les organismes. Cela devrait rendre ce gène résistant au HGT,
ce qui est presque vrai t seuls deux transferts ont été documentés (Kurland et al.,
2003).
1.4 Méthodes de détection des HGT et leurs limites
Nous avons discuté de la nature des HGT, leur mécanisme, leur fréquence. Ce
pendant, nous n’avons pas abordé la délicate question de leur mise en évidence, ce
que nous allons faire maintenant. Il existe deux grandes catégories de méthodes per
mettant la détection des HGT, les phylogénétiques et les non-phylogénétiques ou
alternatives. Les méthodes phylogénétiques requièrent la contrllction d’arbres pour
chaque gène, puis la détection de discordances avec l’arbre des espèces. Les mé
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thodes non-phylogénétiques utilisent les caractéristiques génomiques pour détecter
les régions qui semblent anormales, et qui ont donc potentiellement été transférées.
1.4.1 Méthodes phylogénétiques
La méthode phylogénétique est la méthode traditionnelle pour détecter les
HGT. C’est aussi la façon la plus naturelle car il s’agit de retrouver dans l’informa
tion verticale (ou héréditaire: c’est la définition de la phylogénie) les incohérences
dues à une évolution non-verticale (c’est-à-dire horizontale). Lors de la construc
tion d’arbres phylogénétiques pour différents gènes putativement orthologues, on
obtient parfois des résultats incongruents. Ces incongruences ont néanmoins plu
sieurs explications : les artéfacts de reconstruction, la perte de gènes, la paralogie et
les HGT. Pour des revues sur les artéfacts de construction. se reporter à Sanderson
et Shaffer (2003) et Philippe et al. (2005).
Artéfacts de reconstruction
Plusieurs artéfacts de reconstruction influencent les résultats obtenus. Par ex
emple, Felsentstein (197$) a décrit l’attraction des longues branches (ALB) : les
espèces évoluant rapidement (donc représentées par des branches plus longues) sont
regroupées ou attirées même si elles n’ont pas de relation de parenté récente, quand
on infère l’arbre par maximum de parcimonie. Le problème est particulièrement
aigu lorsque l’arbre considéré comporte de longues branches à la base (par exemple
l’arbre de la vie avec les trois domaines, ou l’ensemble des espèces d’un domaine).
Dans ce cas, les espèces évoluant rapidement semblent émerger plus près de la racine
de l’arbre. Un exemple célèbre est le branchement artéfactuel des microsporidies
dans les arbres de la vie initialement proposés par Vossbrinck et Woese (1986); voir
aussi Brinkmann et al. (2005).
Un autre exemple d’artéfact est lié au biais de composition. Les séquences ayant
des taux de G+C similaires sont attirées artéfactuellernent dans l’arbre (Woese
et al., 1991), de sorte que des espèces très éloignées mais avec des taux de G+C
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égaux peuvent être groupées (voir Lockhart et al. (1994)). De même, il existe une at
traction pour les espèces ayant des tailles de génomes similaires quand on construit
l’arbre en utilisant le contenu en gènes (Lake et Rivera, 2004).
Paralogie et perte de gènes
La duplication de gènes donne naissance à des familles de paralogues qui évo
luent et acquièrent des fonctions différentes. Parfois, seuls certains exemplaires des
paralogues sont perdus. Il arrive fréqilemment que certaines liguées perdent des
gènes, conduisant à une distribution en apparence anormale des orthologues res
tants (Lawrence et Ochman, 2002). Lors de la reconstruction phylogénétique, les
paralogiles peilvent être aisément confondils avec des orthologues si l’on consi
dère un groupe d’orthologues, mais que l’un d’eux est en réalité un paralogue, ce
gène paraîtra phylogénétiquement plus éloigné des autres de façon artéfactuelle.
On obtient ainsi une phylogénie erronnée. Ce phénomène de perte différentielle de
paralogues correspond à ce que l’on appelle la paralogie cachée.
HGT
Lorsque les artéfacts de reconstruction et la paralogie cachée sont exclus, l’ex
plication la plus vraisemblable des incongruences est le HGT. Les méthodes phylo
génétiques consistent à établir une phylogénie de référence pour les espèces, géné
ralement avec un ou plusieurs gènes universels (par exemple la S$U rRNA), puis
à comparer les phylogénies obtenues avec différents gènes et identifier les incon
gruences (Brochier et al., 2002; Daubin et al., 2003b).
Détection des “orthologues”
Homologues non-paralogues La première étape des méthodes phylogéné
tiques est fondée sur la détection de gènes “orthologues”, ou plus exactement des
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gènes homologues non-paralogues (HNP)2. Les gènes orthologues sont le résultat
des spéciations t ils représentent donc la phylogénie des espèces. Au contraire. les
xénologues étant le produit de transferts horizontaux, une phylogénie les contenant
ne refiètera pas la phylogénie des espèces. C’est donc la recherche d’incougruences
parmi les phylogénies obtenues avec des HNP qui permet la détection de transferts.
Principe de recherche Comme les HNP ont une origine commune, on s’at
tend à ce quils présentent une certaine similarité au niveau de leur séquence. Le
programme BLAST (Altschul et al.. 1997) permet la recherche de telles similarités.
Clustering Mushegian et Koollin (1996) illtroduisellt le concept de best Te
ciprocaÏ hit (hrh) t soient A et B des ensembles disjoints de gènes. Soit cx un gène
appartenant à A. Soit f3 le meilleur hit de cx dans B (obtenu en “blastant” cx contre
B. c’est-à-dire en utilisant BLAST à partir de cx afin de trouver les gènes les plus
similaires dans B). Si le meilleur hit de /3 dans A est cx. alors cx et /3 constituent
un best reciprocat hit. Ainsi, cx et /3 étant les gènes les plus similaires dans les deux
génomes, ils sont vraisemblablement orthologues.
Tatusov et al. (199f) utilisent les best hits (non réciproques) entre plusieurs
génomes pour en extraire les groupes d’orthologues (COG. Ctzzsters of Orthotogous
Gronps). Partant d’un groupe de trois gènes ayant des best hits symétriques (des
brh) formant donc une relation triailgulaire, ils étendent le COG avec des best hits
parmi d’autres organismes, toujours avec des best hits triangulaires. La méthode
des brh a été utilisée par un grand nombre de chercheurs (voir par exemple Ragan
et Charlehois (2002); Zhaxyhayeva et al. (2006)), et a servi d’inspiration à d’autres
Fulton et al. (2006) ont créé une méthode nommée Ortholuge. Cette méthode dé
tecte les orthologues putatifs par brh, puis exclut les paralogues potentiels. Ceci est
réalisé en comparant le rapport de la distance phylogénétique entre deux espèces
et un outgroup à la fois dans l’arbre du gène et dans l’arbre des espèces t si ce
2En effet. les gènes acquis par transfert horizontal ne sont pas orthologues, mais xénologues
(Cray et Fitch, 1983). Cependant, le terme “orthologue” est couramment utilisé dans la littérature.
Nous nous intéressons donc aux HNP (orthologues et xénologues) pour la détection des HGT.
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rapport est trop différent dans les deux arbres, alors le gène détecté est en fait un
paralogue.
Wall et al. (2003) ont créé mie méthode reprenant le concept de réciprocité ibm
mée rsd (reciprocat srnaÏÏest distance). Cet algorithme utilise l’alignement global
des séquences et l’estimatioll par maximum de vraisemblance des distances évo
lutives pour détecter les orthologues entre deux génomes. Selon les auteurs, cette
méthode est moins sensible aux paralogues que la méthode brh.
Beiko et al. (2005) utilisent l’algorithme de clusterisation Markovienne hybride
de Harlow et al. (2004) afin d’identifier les familles de gènes. Cette méthode se
base sur les séquences, et combine les avantages de la clusterisation Markovienlle
(évite les clusters avec les domaines similaires) et de la clusterisation simple-lien
(singte-Ïinkage) qui permet de conserver les informations sur la longueur des arêtes
(équivalentes à la valeur de BLAST).
Détection des incongruences Une fois que les familles d’HNP ont été détec
tées, il faut reconstruire chaque arbre et le comparer avec l’arbre de référence afin
de détecter les incongruences. Ces incompatibilités avec la phylogéuie des espèces
sont causées par le fait qu’un xénologue est plus similaire au gène de l’espèce don
neuse qu’aux orthologues des espèces proches de l’espèce receveuse. Ainsi les espèces
impliquées dans un HGT paraîtront plus proches qu’elles ne le sont en réalité.
Les méthodes phylogénétiques constituent donc un moyen direct et naturel pour
détecter les HGT. Elles reposent sur des concepts limpides et bien établis.
1.4.2 Méthodes non-phylogénétiques
Les méthodes de détection non-phylogénétiques peuvent être très utiles dans un
contexte où les données génomicues sont limitées, soit en terme d’échantillonnage
taxonomique, soit au niveau du nombre de gènes séquencés pour une espèce donnée.
Cependant, avec plus de 460 génomes bactériens et archaéens séquencés en avril
200f, cet avantage devient beaucoup plus restreint. Elles permettent néanmoins
d’éviter la reconstruction phylogénétique, qui peut être très coûteuse en ternie de
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temps de calcul surtout si l’on étudie un grand nombre de gènes et/ou d’espèces.
Elles peuvent se baser sur l’analyse de la composition atypique de gènes, sur le
contenu génomique et sur la discordance “phylogénétique”.
Composition atypique
Le taux de G+C est très variable chez les bactéries, allant de 25% G+C chez
Mycoptasma à 75% G+C chez Microeoccns (Lawrence et Ochman, 1997). Bien
que la composition en bases soit relativement homogène à l’échelle du génome. les
première, deuxième et troisième positions de codons ont des compositions caracté
ristiques (Muto et Osawa, 1987). De plus. le contenu en nucléotides est en rapport
avec la phylogénie. c’est-à-dire que le ta.ux de G+C d’espèces proches aura ten
dance à être similaire, indiquant que la composition en bases peut rester stable sur
de longues périodes (Ochman et Lawrence, 1996). Par conséquent, les régions dont
la composition en bases ou l’utilisation des codons sont atypiques ont vraisembla
blement été acquis par HGT (Lawrence et Ochman, 1997). Lawrence et Ochman
(1997) détectent donc les HGT grâce à ces caractéristiques selon leur modèle,
les gènes transférés présentent un important biais de composition et un faible CAl
(Codon Adaptation Index, voir Sharp et Li (1987)). Ils estiment à 17% la fraction
d’ADN codant introduit par HGT chez E. cou. Ils soulignent cependant que c’est
une estimation plancher car d’une part l’ADN acquis il y a suffisamment longtemps
a évolué et a acquis les caractéristiques du génome hôte (processus qu’ils nomment
amélioration), et d’autre part l’ADN acquis d’organismes ayant une composition
en base similaire à E. cou ne sera pas détecté par leur méthode.
Hayes et Borodovsky (1998) utilisent les modèles de Markov pour modéliser
les caractéristiques de composition des génomes. Par la suite, ces modèles sont
incorporés dans un algorithme Bayésien qui identifie les gènes atypiques qui sont
susceptibles d’avoir été acquis par HGT. Ils identifient 683 gènes atypiques chez
10 organismes, dont 176 sont significativement similaires (par BLASTP) à d’autres
protéines dans la base du NCBI. Cependant le but principal de leur méthode est
d’identifier des ORF (open reading frames) dans un génome brut.
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Nakamura et al. (2001) utilisent une méthode bayésienne après avoir modélisé
les caractéristiclues des régions codantes et non condantes du génome grâce aux
chaines de Markov, ils expriment la probabilité postérieure clu’un fragment de nu
cléotide appartienne à une région codante. Ils peuvent également discriminer les
gènes acquis par HGT. Leur méthode permet en outre de prédire l’espèce donneuse
du gène transféré. La proportion de gènes transférés varie de 0,5CÏo à 25%, résultats
qui concordent avec d’autres études. Cependant, cette méthode présente les mêmes
limitations que les autres méthodes basées sur la composition en bases, soit la non-
détection de gènes acquis d’espèces avec des compositions génomiques similaires,
ainsi que les transferts très anciens.
Contenu génomique
Clarke et al. (2002) ont. conçu une méthode qui détecte la discordance phylogé
nétique entre les gènes. Ils utilisent la méthode brh pour détecter les “orthologues”
(les HNP en fait) au sein des génomes. Si tous les gènes d’un génome A ont la
même histoire phylogénétique. les brh de chaciue gène de A vers les autres gé
nomes devraient avoir le même classement de brh avec les autres gènes. Si un gène
présente un classement incongruent avec celui des autres gènes de A, il est phylo
génétiquement discordant. En effet, par analogie avec la construction d’un arbre
avec une matrice de distance, un classement de similarité contradictoire définit
un arbre contradictoire (“a couflicting pattern of simitarity reÏationships must spe
cify a confl’icting tree’) (Clarke et al., 2002). Ce classement incongruent (une trop
grande similarité) serait causée par un HGT. Ils estiment ainsi la proportion de
gènes acquis par HGT de 6.0% chez Pyrococcus horikoshi à 16,8% chez Treponema
paltidum. Ces ordres de grandeur correspondent aux estimations d’autres études
(par exemple Lawrence et Ochman (199f)). Cependant. la méthode est tributaire
de l’identification des ort.hologues que l’utilisation de BLAST ne peut garantir.
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Distribution de gènes
La principale explication de la distribution observée des gènes orthologues parmi
les espèces est l’héritage vertical (ou Darwinien). On s’attendrait à ce que des es
pèces proches partagent plus d’orthologues que des espèces plus éloignées. Cepeil
dallt, l’hérédité ne prédit pas de façon parcimonieuse la distribution de certaills
gènes. Ragan et Charlehois (2002) réalisent une approche BLAST à partir de 23
génomes. Ils comptabilisent le iomhre de hits de chaque génome en fonction des
grands phyla bactériens (ProteobacteTia. Cyanobacteriates, Firmicutes. etc.) ainsi
qu’avec les autres domaines (eucaryotes et archae), et le comparent avec la dis
tribution de hits attendue. Cette distribution est fonction du nombre de cibles
potentielles (les séquences protéiques) dans les autres phyla. Ils estiment la propor
tion de gènes acquis par HGT de 1,9% chez Mycoptasma genitatium à 8,0% chez
Escherichia coti. Comme le soulignent les auteurs, ces chiffres sont très conserva
teurs car ils n’incluent que les transferts inter-phylum (impliquant deux phyla) au
sein des bactéries, ainsi ciue les transferts inter-domaine.
1.4.3 Limitations des méthodes non phylogénétiques
Les méthodes non-phylogénétiques présentent des avantages importants sur les
méthodes phylogénétiques grâce à la rapidité de calcul ainsi que sur la quantité
moindre de données nécessaires. Cependant, elles sont sujettes à plusieurs pro
blèmes.
En premier lieu, le processus d’amélioration décrit par Lawrence et Ochman
(1997) affecte les gènes acquis par transfert leur séquence adopte la composition
en bases et l’usage des codons du génome-hôte. de sorte qu’après un certain temps.
ils ne sont. plus discernables des gènes origillaux (par le critère compositionnel).
D’après les auteurs, l’arnélioratioll devrait être plus marquée pour des gènes ayant
peu ou pas de contraintes fonctionnelles. Ce phénomène affecte l’efficacité de toutes
les méthodes compositionnelles, dollt celles décrites précédemment.
Deuxièmemellt. Daubiil et Perrière (2003) ollt analysé la structure de l’utilisa-
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tion des codons le long de plusieurs génomes bactériens : dans la plupart des phyla,
ils sont très structurés avec une tendance à un enrichissement en A+T vers la ré
gion où se situe la fin de la réplication (reptication terminus). Ceci est peut-être le
résultat de contraintes liées au chromosome circulaire, et suggère ciue les gènes ont
un contenu en bases différent en fonction de leur localisation sur le chromosome.
Par conséquent, cela peut conduire les méthodes composit.ionnelles à surestimer
les HGT. Enfin, les gènes fortement exprimés ont un biais de composition afin de
maintenir une efficacité élevée lors de la traduction (Sharp et Li, 1987).
Il est donc évident qu’à l’heure actuelle, les méthodes co;npositionnelles sont
affectées par de nombreux artéfacts qui entrainent à la fois des faux négatifs (la
non-détection de gènes tranférés puis améliorés) et des faux positifs (des gènes
indigènes à composition atypicue). Les différentes méthodes non-phylogénétiques
détectant des sous-ensembles disjoints des gènes transférés, Lawrence et. Ochman
(2002) recommandent l’utilisation de plusieurs méthodes pour une meilleure détec
t.ion.
1.4.4 Comparaison des méthodes de détection
Les multiples méthodes de détection des HGT (phylogénétiques et non-phylo
génétiques) ont des caractéristiques qui leurs confèrent certaines forces et faiblesses
théoriques. Il est essentiel de réaliser des tests de comparaison afin de les évaluer.
Cortez et al. (2005) ont mis à l’épreuve plusieurs méthodes de détection la mé
thode GC de Lawrence et Ochmari (1997), le profil de distribution (DP) (Daubin
et al., 2003a), un modèle bayésien (BM) (Nakamura et al., 2004) et un modèle
de Markov de premier ordre qu’ils ont développé (MM). Ils ont simulé le transfert
de 100 gènes à partir de 30 espèces bactériennes (dont 14 protéohactéries) vers E.
cou K12 IV1G1655. L’efficacité des méthodes est variable, et l’espèce donneuse a
parfois une grande influence. Par exemple, pour P. putida, BM détecte seulement 1
à 8% des GTH (gènes transférés horizontalement) (niveaux de signification 1% et
5%), alors que MM détecte 96 à 100% des transferts. Globalement, MM détecte le
plus grand noml)re de transferts artificiels, avec le plus faible taux de faux positifs
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(<39’o). Par la suite, les auteurs ont iltilisé la méthode la plus performante (MM)
pour détecter les GTH réels chez deux souches d’E. cou et S. typhimuriztm la
plupart ne sont pas assignés à une catégorie fonctionnelle et sont principalement
hypothéticues. D’autre part ils détectent des GTH appartenant à toutes les caté
gories fonctionnelles majeures, y compris cuelques gènes informationnels comme
une protéine rihosomiciue. Cependant la plupart semblent être des pseudogènes.
que Liu et al. (2004) ont décrits comme étant principalement le résultat de HGT
avortés.
Une étude similaire a été réalisée par Ragan et al. (2006) qui ont comparé
plusieurs méthodes paramétriques (surrogate) et phylogénétique. Les méthodes pa
rarnétriques sont les suivantes la méthode GC de Lawrence et Ochrnan (1997)
déjà testé par Cortez et al. (2005). la méthode de Hayes et. Borodovsky (199$)
basée sur les modèles de Markov (MM), la méthode de discordance phylogéné
tique (PD) de Clarke et al. (2002), la méthode de profil de distribution (DP) de
Ragan et Charlebois (2002). La méthode phylogénétique est celle de Beiko et al.
(2005). Les auteurs examinent la profondeur des transferts détectés (grâce à la
comparaison des topologies de Beiko et al. (2005)). GC et i\’IM identifient préfé
rentiellement les transferts qui ont eu lieu après la divergence des entérobactéries.
Ces méthodes, qui sont basées sur les caractéristiques nucléotidiques, perdent leur
pouvoir de résolution à mesure que les séquences transférées sont améliorées (voir
Lawrence et Ochman (1997)). PD et DP identifient plutôt les transferts d’avant la
divergence des protéobactéries, et ont tendance à négliger les transferts entre es
pèces proches. Ragan et al. (2006) et Ragan (2001) concluent en affirmant que les
méthodes non-phylogénétiques semblent détecter des ensembles disjoints de trans
ferts, et que seules les méthodes phylogénétiques permettront à terme d’identifier
les transferts de n’importe quelle ancienneté.
3Ragan (2001) avait réalisé une étude comparative très semblable.
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1.4.5 Supériorité des méthodes phylogénétiques
La comparaison d’arbres phylogénéticjues est en principe l’approche la pius ri
goureuse pour identifier les HGT (Syvanen. 1991). En théorie, elle détecte aussi
bien les transferts récents que les anciens. La seule limitation est l’impossibilité de
détecter les transferts entre groupes frères, car la phylogénie n’est pas modifiée dans
ce cas. Bien qu’elles puissent nécessiter beaucoup plus de puissance de calcul que
les méthodes non-phylogénétiques, les méthodes phylogénétiques dépendent moins
des subtilités de composition au niveau des nucléotides. De plus, les meilleures mé
thodes pour l’alignement des séquences et l’inférence phylogénétique sont fondées
sur des modèles avec une base statistique et biologique solide, donc les cas de HGT
peuvent être étudiés dans le bon contexte statistique, tant pour les hypothèses
évolutives que pour les supports statisticlues obtenus (Ragan et al., 2006).
La principale force des méthodes phylogénétiques est leur capacité à détecter
de nombreux transferts avec une grande confiance, y compris les transferts très
anciens dont les produits sont si répandus (par exemple les mitochondries) quon
n’imaginerait pas ciu’ils sont d’origine exogène (Lawrence et Ochinan, 2002). Ce
pendant, ce problème est causé principalement par les limitations des bases de
données (Lawrence et Ochman, 2002), et à mesure qu’elles s’enrichissent en nou
velles espèces, la finesse de leur pouvoir de détection s’amplifie. En avril 2007, plus
de 460 génomes complets de bactéries et archae étaient publiquement disponibles
sur le site du NCBI. Cette masse de données, combinée à la puissance de calcul
actuellement disponible, fait que les méthodes phylogénétiques deviennent de plus
en plus la niéthode de choix pour détecter les HGT.
1.5 Phylogénie et HGT
1.5.1 Hypothèses expliquant la fréquence des HGT
Jusciu’à présent, nous n’avons fait. que constater les mécanismes et Fétendue
des HGT. Nous allons maintenant voir quelles sont les hypothèses expliquant leur
fréquence et. leur répartition.
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1.5.1.1 Facteurs écologiques
Une explication naturelle de la distribution des HGT est la compatibilité éco
logique entre les espèces donneuse et receveuse. Comme nous Pavons déjà abordé
plus haut, Jain et al. (2003) ont fait une telle étude ils ont mis en évidence la
corrélation entre HGT et divers paramètres écologiques. Autrement dit, les espèces
ayant des caractéristiciues similaires échangeront préférentiellement des gènes. Ce
sont les caractéristiques internes comme la taille du génome, le contenu en G+C et
l’utilisation du carbone (autotrophie ou hétérotrophie) qui ont la meilleure corréla
tion avec les HGT. Les facteurs externes comme l’oxygène (aérobie ou anaérobie)
et la température de croissance ont une moins bonne associativité. Si les auteurs
trouvent des explications à ces constatations, la théorie ne semble pas bien expliquer
la répartition des HGT.
1.5.1.2 Deux classes de gènes
Rivera et al. (1998) ont étudié plusieurs catégories fonctionnelles de gènes
chez un méthanogène (Methanococcus jannaschii). une cyanohactérie (Syneckocys
tis 6803). une protéohactérie (Escherichia coti) et. un eucaryote ($accharomyces
cerevisiae). Après avoir détecté les gènes orthologues parmi ces génomes, ils re
contruisent les arbres phylogénétiques correspondants. L’étude des diagrammes de
dispersion des scores de similarité discrimine clairement deux classes de gènes. Il y a
d’un côté les gènes impliqués dans le traitement de l’information (appartenant aux
catégories fonctionnelles suivantes transcription, traduction, replication, GTPases
et ATPases, AR.Nt synthéthases), et de l’autre les gènes impliqués dans les opéra
tions cellulaires (synthèse des acides aminés. biosynthèse des cofacteurs, enveloppe
cellulaire, métabolisme énergétique, hiosynthèse des acides gras et des phospholi
pides, biosynthèse des nucléotides, fonctions régulatrices). Les gènes appartenant
à la première classe sont baptisés informationnets, alors que ceux de la seconde
sont dits opérationnels. Les auteurs exposent d’une part l’origine chimérique des
eucayotes : les gènes informationnels semblent avoir été transférés à partir du côté
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méthanogène (archéen) de l’arbre alors cjue les gènes opérationnels proviennent
plutôt du côté protéobactérien. Leur deuxième conclusion est que les gènes opéra
tionnels semblent être plus facilement transférables, alors que ce n’est pas le cas
pour les gènes informationnels, ce tant chez les eucaryotes que les procaryotes.
1.5.1.3 L’hypothèse de la complexité
En poursuivant la réflexion de Rivera et al. (1998), Jain, Rivera et Lake (1999)
ont proposé l’hypothèse de la complexité. Les gènes informationnels appartiennent
généralement à des systèmes complexes et ont donc un nombre élevé de partenaires
qui sont tous optimisés pour fonctionner de concert. Par exemple, l’assemblage
de l’appareil de traduction implique plusieurs dizaines de gènes. Au contraire, les
gènes opérationnels font partie d’ensembles produits par un petit nombre de gènes.
Lors d’un transfert horizontal, un gène informationnel aura à établir avec succès
une interaction avec mi plus gralld nombre de partenaires qu’un gène opérationnel.
Si la probabilité p d’établir une interaction avec un partenaire est I /m, alors la
probabilité P d’établir une interaction avec tous les nouveaux partenaires est I /m’1,
où n est le nombre de partenaires. On voit que P —+ O rapidement. Ceci expliquerait
pourquoi les gènes informationnels sont si peu sujets aux HGT.
Aris-Brosou (2005) a étendu hypothèse de la complexité. Il propose que les
gènes dont les produits sont impliqués dans des fonctions complexes (gènes infor
mationnels) sont moins sujets à l’adaptation évolutive. Il montre que les protéines
les plus conservées ont une haute connectivité (c’est-à-dire qui ont de nombreuses
interactions avec d’autres protéilles), sont principalement des composants ultra
cellulaires impliqués dans des processus et fonctions informationnels. Par ailleurs,
les gènes ayant au moins un site sous évolution adaptative ont une collectivité
significativement inférieure, et ont une localisatiol principalement membranaire ou
extracellulaire. Ces résultats illustrent donc l’hypothèse de la complexité en expli
quant plus en détail et plus formellement ses rouages.
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1.5.2 Notre hypothèse : les gènes répandus sont moins sujets au HGT
Il existe un autre facteur pouvant affecter négativement le succès d’un transfert
il s’agit de la présence cFun gène ayant une fonction similaire ou identique dans le
génome receveur, généralement l’orthologue du gène transféré. Pour que ce dernier
puisse être fixé dans le génôme hôte, il faudrait qu’il apporte un avantage sélectif,
par exemple en étant plus “efficace” que le gène résidant et ainsi le supplantant, ou
bien en évoluant et en acquérant une nouvelle fonction. Cependant, ces deux scéna
rios sont peu probables. En effet, le gène transféré sera selon toute vraisemblance
moins adapté à ses partenaires génomiques et à son environnement métabolique que
le gène résidant (Jain et al., 1999), et ne sera donc pas plus performant. Notons
cependant le cas des protéines rihosomiques résistantes aux antibiotiques (Brochier
et al., 2002), qui apportent un avantage sélectif sans apporter de nouvelle fonction.
D’autre part. comme les procaryotes ont tendance à purger le matériel génétique
superflu (Nurland, 2005), le gène transféré ne sera pas conservé suffisamment long
temps pour muter et acquérir une nouvelle fonction. Le remplacement orthologue
est donc un évènement peu probable. Cette constatation nous conduit à formuler
l’hypothèse suivante les gènes dont la distribution taxonomique est grande (gènes
“universels” ou “répandus”) devraient être comparativement moins transférés que
les gènes “rares”, présents chez relativement peu d’espèces. Nous nous proposons
de tester cette hypothèse en sélectionnant dans un premier temps des gènes de
distributions rares à universelles (des gènes présents chez un nombre restreint d’es
pèces aux gènes universels, en incluant ceux à distribution intermédiaire). Dans un
deuxième temps. nous comptabiliserons les HGT dans chaque catégorie au moyen
d ‘une méthode phylogénétique.
1.5.3 Justification de nos choix méthodologiques
Dans la section 1.4, nous avons exposé la supériorité des méthodes phylogéné
tiques. qui sont le moyen naturel de détection des HGT. Nous choisissons de mettre
en oeuvre une telle méthode dans notre protocole. Leurs limitations sont générale-
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ment mieux connues et plus étudiées que celles des méthodes non-phylogénétiques
car il s’agit des limitations de l’approche phylogénétique en général, pas seulement
pour détecter les transferts. C’est un domaine de recherche actif depuis plus de 30
ans (voir felsenstein (1978)). Le principal problème auquel nous aurons à faire face
est l’inconsistence de la reconstruction phylogénétique. Celle-ci est causée par le si
gnal dit non phylogénétique (Philippe et al., 2005) la vitesse d’évolution variable
parmi les espèces (qui cause l’attraction des longues branches (felsenstein, 2004)),
l’hétérogénéité de composition en nucléotides/acides aminés (Lockhart. et al., 1994)
et l’hétérotachie (c’est-à-dire le changement de vitesse d’évolution à certaines po
sitions) (Lopez et al., 2002).
Le choix d’une méthode de maximum de vraisemblance (ML) ou bayésienne per
mettent de minimiser l’impact de ces artéfacts (felsenstein, 2004; Philippe et al.,
2005). Cependant, leur temps de calcul peut devenir prohibitif lors du traitement
d’un grand volume de données. Nous allons donc essayer de maximiser le signal
phylogénétique par rapport au signal non-phylogénétique (Philippe et al., 2005)
afin que des méthodes moins robustes mais plus rapides (comme les méthodes de
distance) n’éprouvent pas de problèmes à inférer la bonne phylogénie. Nous choi
sissons des groupes d’espèces séparés par des branches relativement longues (afin
d’avoir suffisamment de signal phylogénétique pour les différencier). Nous évitons
les espèces avec des branches excessivement longues, mais nous sélectionnons celles
ayant un ancêtre commun suffisamment ancien (c’est-à-dire que leurs branches ne
sont pas trop courtes). Le nombre d’espèces par groupe sera égal afin d’avoir un
arbre équilibré. Enfin, comme les relations entre les grands groupes bactériens sont
très anciennes et difficiles à évaluer avec certitude (voir Brochier et aÏ. (2002);




les programmes et scripts que nous avons créés sont identifiés par une fonte de machine
à écrire. On pourra se reporter à la figure 2.10 pour un diagramme représentant leurs
relations.
— les programmes écrits par d’autres sont dénotés par des PETITES MAJUSCULES.
2.1 Protocole
2.1.1 Données génomiques
Les génomes complets des bactéries et des archées ont été téléchargés sur le site
du NCBI à l’adresse suivante s ftp ://ftp.iicbi.riih.gov/genbank/genomes/Bacteria/
avec le script getGenomes. Les fichiers téléchargés sont de type faa (séquence e
acides aminés), fna (séquence en nucléotides), rpt (informations sur les séquences).
S’il y a plusieurs fichiers faa ou fna pour un même organisme (dans le cas où il y
a des plasmides ou plus dun chromosome), ils sont co;caténés au moyen du script
(mergeGenomes). Début avril 2007, nous avions 460 génomes complets.
2.1.2 Choix des espèces
Nous sélectionnons les espèces dans les graucis groupes bactériens de manière
à ce que (1) les branches à la base des groupes soient longues, et (2) les branches
entre les espèces soient. dans la mesure du possible. un peu moins longues et équi
librées1 (voir figure 2.1). Le premier critère est primordial, car il faut qu’il y ait
assez de signal phylogénétique accumulé dans cette branche basale pour que (j) des
petits gènes (r.100 aa) soient capables de retrouver solidement cette mollophylie. et
(ii) le signal non-phylogénétique (du biais de compositio;, des différentes vitesses
évolutives, etc.) soient toujours négligeable par rapport au signal phylogénétique.
1De longueur comparable.
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On assemble ainsi un jeu de données de g groupes avec e espèces par groupe, pour









Figure 2.1 — Choix des espèces : longues branches ultra-groupes (en noir), branches
inter-espèces longues (en couleur). Les branches inter-groupes (en pointillé) ne sont
pas considérées. Adapté de Brochier et al. (2002).
2.1.3 Détection des familles de gènes homologues non-paralogues
Nous avons choisi l’approche de détection par best recipTocat hits (brh) (Mushe














parmi les espèces. Comme ces gènes sont censés se ressembler entre eux plus qu’aux
autres gènes (du fait de leur origine conmmne). on prend les gènes les plus simi
laires dans chaciue génome. Voici comment ils sont déterminés à partir d’un gène
cx dans le génome A, l’outil BLAST (Altschul et al., 1990) permet de détecter les
gènes les plus similaires dans un génome donné (des hits), qu’il classe par e-value2.
Le meilleur hit3 dans le génome B (f3) a de bonnes chances d’être l’homologue
du gène de départ. Cependant ce n’est. pas toujours le cas (voir Koski et Golding
(2001)). donc la procédure inverse est appliquée : on s’assure que le meilleur hit de
f3 dans le génome A est bien cx. Si cest. bien le cas. cx et f3 sont les meilleurs hits
réciproques l’un de l’autre, d’où le nom de la méthode. Le principe est appliqué à
tous les gènes putativement homologues dans tous les génomes du jeu de données
afin de renforcer la certitude quant à l’homologie des gènes. Nous verrons plus loin
comment nous nous assurons qu’ils sont non-paralogues.
Nous avons choisi d’utiliser les séquences nucléotidiciues conceptuellement tra
duites en protéines afin de réduire certains artéfacts compositionnels. En effet la
troisième position des codons est beaucoup plus variable que les deux premières en
raison de la redondance du code génétique. De plus. la diversité des nucléotides est
plus grande que celle des acides aminés, ce qui peut conduire à la détection de plus
de dissimiliarité entre des séquences qu’il y en a réellement (Jeffroy et. al., 2006).
Nous avons donc utilisé la variante BLASTP de 3LAST (Altschul et al., 1997).
Le processus de blast est relativement lent pour plusieurs raisons. Il nécessite
beaucoup d’accès au disque. ce qui est. très lent comparativement, aux calculs se
faisant uniquement en niémoire. D’autre part, le nombre de blasts à réaliser est
élevé, car chaque génome doit être hiasté contre tous les autres. Cela signifie n x
(n — 1) blasts de génomes entiers. Or les hlasts se font gène par gène contre les autres
génomes. Chaque génome contenant en moyenne 3145 gènes, on comprend aisément
que l’étape du hla.st prenne beaucoup de temps. Pour contourner ce problème. nous
avons constitué une grande hase de données contenant le résultat des blasts de tous
2Probabilité que la similarité entre les deux séquences soit due au hasard.
3CeIui avec la e-value la plus faible.
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les génomes entre eux. Plus précisément, la base est composée de fichiers contenant
le résultat du blast d’un génome coutre un autre. De cette façon, lorsque nous
voulons analyser un jeu de données, nous n’utilisons que les fichiers nécessaires.
Nous maintenons cette base à jour à mesure que de nouveaux génomes sont publiés,
ou que des génomes déjà parus changent (séquence ou annotation). Cependant, la
mise à jour devient de pius en plus longue à mesure que le nombre total de génomes
augmente, car chaque nouvel organisme doit être blasté contre tous les anciens, et
tous les anciens doivent être blastés contre le nouveau (ce qui est en 0(n2)). Avec
460 génomes, il faut réaliser pius de 211 000 blasts de génome à génome, ce qui
correspond à 6,64 x 108 blasts individuels4. Le programme principal réalisant les
blasts est blast—brh (voir figure 2.10). Les résultats sont sauvegardés dans des
fichiers resblast.
Par la suite, notre programme brh détecte tous les best reczprocat hits (brh)
parmi les fichiers resblast correspoildant aux génomes de notre jeu de données.
Ceci donne un grand graphe non-orienté dont les noeuds sont les gènes et les arêtes
les brh. brh sélectionne5 ensuite tous les sous-ensembles de gènes tels que chaque
gène est le brh de tous les autres gènes (voir figure 2.2). Autrement dit, brh détecte
Figure 2.2 — Détection des familles de gènes homologues non-paralogues par notre
programme brh. Dans cet exemple, il y a 6 organismes; brh détecte des familles
de taille 6, 5, 4.
446Ox459x31456,64x 108
5brh utilise la librairie LEDA pour le traitement des graphes.
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tous les sous-graphes complets6 dans le graphe global. Les sous-graphes doivent
avoir au minimum 4 noeuds7 et au maximum n (le nombre total d’espèces). Le
A B
Figure 2.3 Rejet des familles contenant des paralogues. Les arêtes représentent les
meilleurs hits, pleines pour celles qui ont un meilleur hit réciproque, en pointillés
pour les autres. a et a2 “divisent” les meilleurs hits de et y. Le graphe incomplet
résultant contient 4 noeuds (a1. a2, /3 et y ) et 3 arêtes (brh). La famille est donc
rejetée.
critère de complétude a pour effet cFéliminer les familles dhorno1ogues contenant
des paralogues (voir figure 2.3). Soit un génome A avec deux paralogues ai et a2.
et soient les génomes B et F avec un seul homologue chacun, respectivement /3 et
y. Les meilleurs hits de ces gènes vont être “divisés” entre a1 et a2 car ils sont très
similaires (/3 et y n’ayant évidemment qu’un seul meilleur hit dans A). Le graphe
résultant est incomplet car il contient 4 noeuds pour seulement 3 arêtes. La famille
correspondante n ‘est donc pas sélectionnée.
Ainsi, brh détecte les familles de gènes homologues non-paralogues, qui sont
souvent abusivement appelés “orthologues” dans la littérature. Cette détection est
rapide par rapport aux blasts environ deux minutes pour un jeu de données avec
10 espèces, environ deux heures pour 3.5 espèces. Cette relative rapidité nous permet
de tester facilement plusieurs combinaisons d’espèces.
6ou presque t nous autorisons l’absence d’un petit nombre d’arêtes ( typiquement 2) afin
d’assouplir le critère de complétude. Voir sections 2.2.4 et 3.9.
Tle nombre minimum d’espèces pour avoir un arbre phylogénétique
f
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2.1.4 Alignement des séquences et sélection des régions bien alignées
Les séquences des familles d’HNP sont alignées avec MUSCLE version 3.6 (Edgar,
2004h). Ce programme réalise des alignements de ciualité égale ou supérieure à
CLUSTAL w (Thompson et al., 1994) tout en étant deux à trois ordres de grandeur
plus rapide (Edgar, 2004a). Les options par défaut sont utilisées car cela donne
l’alignement de meilleure qualité (Edgar, 2004a).
Les régions mal alignées et trop divergentes (c’est-à-dire pour lesquelles l’ho
mologie est incertaine) sont éliminées avec GBLOCKS 0.91b (Castresana, 2000). Les
options utilisées sont les suivantes nombre minimum de séquences pour une posi
tion en bordure (flank position) : 75% du nombre de séquences; nombre minimum
de positions non-conservée contigfles 5; longueur minimum d’un bloc 5; positions
brèches (gap positions) autorisées : moitié.
Une vérification et une sélection manuelles des régions bien alignées est habi
tuellement préférable afin de ne pas trop éliminer de positions, minimisant ainsi
la pert.e de signal phylogénétique. Dans notre cas, la sélection manuelle est im
praticable en raison du grand nombre de gènes et de jeux de données que nous
souhaitons étudier. De plus, notre choix d’espèces fait que le signal devrait être
suffisamment puissant pour ne pas être affecté.
Cette étape est réalisée par notre script do_muscle_gblocks.
2.1.5 Reconstruction phylogénétique
Nous reconstruisons la phylogénie pour chaque groupe d’HNP avec deux mé
thodes
Maximum de vraisemblance (ML) TREEFINDER (Jobb et al., 2004),
modèle WAG, f 4 catégories. Le script est do_treefinder. Nous avons aussi
écrit do_treefinder_obelix, une version adaptée pour l’exécution sur une
grappe de calcul.
— Distance Neighbor Joining avec NEIGHBOR (felsenstein, 2005). matrices de
distances estimées avec TREE-PUZZLE (Schmidt et al., 2002), modèle WAG,
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f 4 catégories. Le script est do_neighbor.
Dans les deux cas, 100 réplicats de hootstrap sont effectués avec SEQBOOT (felsen
stem, 2005). Le consensus (de type majoritaire étendu) est réalisé avec CONSENSE
(Felsenstein, 2005). Nous montrerons que dans notre situation, les deux méthodes
obtiennent des résultats équivalents, et nous préfèrerons la méthode de distance,
beaucoup plus rapide (voir section 3.4).
2.1.6 Reconstruction de l’arbre des espèces
Afin d’obtenir l’arbre représentant nos jeux de données, nous utilisons l’ensemble
des gènes présents chez toutes les espèces. Notre script muscaphy fait appel à do_—
muscle_gblocks) pour les aligner et sélectionner les régions bien alignées. Les gènes
sont ensuite concaténés grâce à SCAFOS (Roure et al., 2007), puis TREEFINDER est
utilisé pour la reconstruction phylogénétique, modèle WAG, f 4 catégories, sans
bootstrap.
2.2 Extraction des résultats
2.2.1 Effectifs des familles, des gènes et des groupes testables
Les effectifs des familles pour chaque taille8 est informative : ils permettent de
quantifier la proportion de gènes “rares” (présents chez 4 espèces) aux gènes “univer
sels” (présents chez les n espèces), ainsi que les gènes de répartition intermédiaire.
Il est primordial d’avoir suffisamment de familles dans chaque catégorie pour la
significativité statistique.
Le nombre de gènes est simplement le nombre de familles multiplié par la taille
de la famille. Cela permet d’avoir une meilleure idée du nombre réel de gènes dans
une taille de famille donnée. Par exemple, si les tailles 4 et 10 ont environ le même
nombre de familles, la catégorie 10 contiendra en réalité 2.5 fois plus de gènes.
D’autre part, on s’intéresse au nombre de groupes réellement testables. Pour être
8Par taille, nous faisons référence au nombre d’espèces représentées. Exemple : “taille 4” réfère
aux familles contenant 4 espèces.
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testable, un groupe doit avoir au moins deux représentants, et il doit y avoir au
moins deux espèces n’appartenant pas à ce groupe dans la famille d’HNP. Comme
seuls les groupes testables sont pris eu compte dans la comptabilisation des HGT
(voir 2.2.2), cette statistique est importante. Parmi les familles avec de petits ef
fectifs (taille 4, 5, etc.), il y a potentiellement une proportion non négligeable de
groupes non testables. À l’opposé, les familles de taille n seront toutes testables
car toutes les espèces de tous les groupes sont représentées. C’est le script count_—
effectif s (lui compte les effectifs9.
2.2.2 Comptabilisation des HGT : congruence, incongruence et irréso
lution
Maintenant que les arbres de chaque famille de HNP sont construits. nous de
vous les comparer avec Farhre de référence’0 afin de déterminer si les espèces de
chaque groupe se retrouvent bien ensemble, c’est-à-dire si chaque groupe est mo
nophylétique (ou congruent; voir figure 2.4), ou s’il y a des incongruences. Les
incongruences sont interprétées comme le signe d’un (ou plusieurs) HGT, et non
comme le résultat d’artéfacts de recontruction (à cause du choix d’espèces).
Nous devons donc examiner chaque groupe d’espèces individuellement. Si le
groupe est testable (voir section 2.2.1), trois cas de figures sont possibles il peut
être congruent avec l’arbre de référence, c’est-à-dire que tous les représentants
sont groupés ensemble avec une valeur de bootstrap supérieure à un seuil prédéter
miné. Le groupe peut être incongruent, c’est-à-dire qu’une ou plusieurs espèces
d’un autre groupe se sont insérées, ou qu’un de ses représentants est avec un autre
groupe. De même, les groupements iiicongruents doivent avoir une valeur de boots
tra.p supérieure au seuil prédéterminé pour être considérés. Si un groupe a une
valeur de bootstrap inférieure au seuil, il est irrésolu (ou non-résolu, unresotved).
9Pour compter les groupes testables, il faut avoir déterminé leur statut, ce qui est réalisé à
l’étape suivante, d’où la position plus tardive de count_effectif s dans le diagramme 2.10.
‘0L’arhre de référence est constitué par notre connaissance à priori des groupes d’espèces.
Bien évidemment, l’arbre des espèces que nous construisons pour des besoins de représentation
graphique a exactement la topologie attendue, sauf peut-être pour les relations inter-phylum.
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Seuil: valeur de bootstrap 70%
Taille 4





figure 2.4 Comptabilisation des HGT. Pour toutes les familles d’une taille donnée,
on compte le nombre de groupes testables. En comparant avec Farbre de référence.
on compte le nombre de fois que ces groupes sont congruents, incongruents et non-












2+1+1 = 4 groupes testables
3 monophylétiques, I incongruent
2+2 = 4 groupes testables
2 groupes monophylétiques
1 incongruent. I non-résolu
75% congruence
25% incongruence
0% non-résolu 25% non-résolu ] H
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Les groupes non-testables sont ignorés.
Par la suite, on comptabilise le nombre de fois qu’un groupe est congruent,
incongruent ou irrésolu par rapport au nombre de fois que le groupe est testable,
et ce pour toutes les familles d’HNP de taille 1 à n. On peut ensuite obtenir un
pourcentage de ces valeurs pour chaque taille de famille, pourcentages (lui seront
représentés dans nos figures de résultats.
C’est le script analyse_outfiles qui réalise cette étape. Il fait appel à in—
terprete qui détermine le statut de chaque famille, et summary qui compile les
résultats.
2.2.3 HGT artificiels
Afin de mettre à l’épreuve la capacité de détection des HGT de notre protocole,
nous avons simulé un nombre défini d’HGT dans nos données. Nous ne simulons pas
l’évolution des séquences, car cela ne permet pas de bien reproduire les problèmes
de reconstruction (Brinkmann et al., 2005).
Pour un jeu de données avec n espèces, nous sélectionnons les familles d’HNP de
taille n exemptes de HGT (c’est-à-dire dont tous les groupes sont significativement
congruents). La simulation d’un transfert horizontal se fait comme suit un groupe
donneur est choisi aléatoirement, au sein duquel une espèce donneuse est choisie
aléatoirement (voir figure 2.5). On choisit une espèce receveuse dans un groupe
receveur (différent du groupe donneur). L’espèce receveuse prend la séquence de
l’espèce donneuse. Le processus est éventuellement répété, avec pour contraintes
que tous les groupes donneurs sont distincts, et tous les groupes receveurs sont
distincts (cependant, un groupe peut être à la fois donneur et receveur). Par la
suite. chaque groupe est peuplé avec le nombre adéciuat d’espèces. Évidemment, les
espèces ayant “donné” leur séquence pour simuler le transfert ne sont plus utilisées.
Par conséquent, les jeux de données simulés auront g x (e — 1) espèces”.
Nous effectuons également la simulation de HGT en diminuant le nombre d’es
pèces par groupes. Nous aurons donc des jeux de données supplémentaires avec
11g est le nombre de groupes, e le nombre d’espèces par groupe.
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Figure 2.3
— Simulation d’un HGT à partir d’m;e famille 5x7 en vue d’obtenir une
famille 5x5. Le groupe donneur est Alpha. La sécfuence donneuse est al. Le groupe
receveur est Gamma. La séquence receveuse est gl. La séquence de al prend le nom
de gl. Ulle fois le transfert simulé, gl et al sont supprimés de Gamma et de Alpha.
Pour le peuplement des nouveaux groupes, 4 séquences de Gamma et 5 séquences
de chaque autre groupe sollt choisies.
g x (e — 2), g x (e — 3). g x 2 espèces. Enfin, nous répétons chacune de ces simu
lations 5 fois afin qe des espèces différentes soient impliquées dans les transferts.
Ce grand nombre de simulations nous permet d’établir des statistiques en évitant
des particularités de certains gènes et/ou espèces. C’est le script forge_brh_data—
sets qui réalise les simulations cri créant des nouveaux jeux de données qui sont
ensuite analysés avec les outils décrits plus haut.
2.2.4 Seuil de e-value et arêtes manquantes dans brh
Le seuil d’e-value dans brh détermine la valeur maximale autorisée pour les
deux best hits composant un brh. Nous avons testé différents seuils de e-value lors
de l’exécution de brh d’une valeur très laxiste (le-1) à stricte (le-100). Nous
avons observé les effets de la variation du seuil sur le nombre de familles de gènes
dans chaque catégorie. Nous avons retenu un seuil relativement laxiste de le-4 pour
nos manipulations. car la sélection opérée par le critère de complétude de brh est
lui strict. Afin de compenser pour la stringence de notre critère de complétude
famille 5 groupes x 5 espèces
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et ainsi augmenter nos effectifs de famille de HNP, nous avons toléré un petit
nombre d’arêtes manquantes dans les sous-graphes. Nous avons testé de O à 5
arêtes rnancjuantes afin de déterminer la valeur optimale.
2.2.5 E-value des familles de HNP
La version 2.5 de notre programme brh détermine la e-value pour chaque famille
de gènes. De tous les best reciprocaÏ hits de la famille, celui dont la e-value est la
plus élevée définit la e-value pour la famille au complet (voir figure 2.6). Cela
nous permet de classer les familles en deux catégories en fonction de leur e-value
inferieure ou superieure a le-40 iNous etudions la congruence, 1 mcongruence et
la non-résolution pour chaque catégorie. Les familles avec les meilleures e-values
(inférieures au seuil) devraient présenter moins d’incongruence que celles avec les
e-values plus élevées.
Figure 2.6 Détermination de la e-value d’une famille d’homologues non-paralo
gues l’arête (représentant un best reciprocat hit) avec la e-value la plus élevée (ici
le-37) est choisie.




2.2.6 Variation du seuil de significativité du bootstrap
Comme le seuil de significativité du bootstrap est de première importance dans
la détermination de nos résultats, il convient d’étudier les effets de sa variation.
Nous testons des seuils clément (50%). moyen (70%) et stringent (90%).
2.2.7 Effet du nombre d’espèces dans les familles d’HNP
Lors de la reconstruction d’un arbre phylogénétique, le nombre d’arbres pos
sibles augmente très rapidement. Pour 4 t:axolls il existe seulement 3 arbres non-
racinés. Avec 10 taxons, il y a plus de 34 millions d’arbres possibles . Ainsi pour les
familles avec un nombre réduit de taxons, il y a une probabilité non-négligeable que
l’on trouve le vrai arbre, purement par hasard et indépendamment des données. À
mesure que la taille de la famille augmente. cette probabilité devient négligeable.
Les deux protocoles suiva;ts (“Pick from” et Réécha.ntillollllage) ont pour but de
mieux cerner l’effet de ce biais sur nos résultats.
2.2.7.1 Reconstitution de jeu de données (“Pick from”)
À partir des jeux de dollilées pour une taille particulière, on reconstitue aléa
toirement des jeux de doniées de toutes les tailles inférieures, jusqu’à la taille
minimum (4) (voir figure 2.8). Par exemple, pour les familles de taille 10, on recrée
des jeux de taille 9, 8. .., 4. Puis. pour les familles de taille 9. des jeux de taille
8. 7. .., 4. et ainsi de suite. Le but de cette manipulation est de vérifier que les
résultats que nous obtenons pour chaque taille de famille sont bien le résultat du
signal contenu dans les données, et non l’artéfact relié à la taille de l’arbre. C’est
le script pickfrom_all qui réalise cette étape.
2.2.7.2 Rééchantillonnage
Afin d’étudier le sigilal contenu dans chaque famille indépendamment de la taille
de l’arbre. nous réalisons un tirage aléatoire de 4 gènes pour chaque famille de gènes
(voir figure 2.7). On pioche donc 4 espèces pour toutes les familles de taille 5 à n.
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On simule ainsi des familles (et donc des arbres) de taille 4 à partir des données des
familles de tailles 4 à n. Ceci est réalisé par interprete qui possède des options
pour choisir la taille et le nombre de répétitions du rééchantillonnage.
2.2.8 Catégories de longueur des gènes
La longueur des gènes devrait avoir une influence sur les résultats. En effet, les
gènes plus courts contiennent comparativement moins de signal phylogénétique que
les gènes plus longs. Ainsi, ils devraient être susceptibles aux erreurs stochastiques
et avoir un niveau plus élevé de non-résolution. De plus, on pourra éventuellement
déterminer s’ils sont plus facilement transférés (incongruence plus élevée donc) que
les gènes longs. Nous séparons donc les familles en trois catégories en fonction de
la longueur du gène (après alignement et sélection par GBLOCKS) de manière à ce
qu’il y ait le même nombre de familles dans chaque catégorie de longueur. Nous
étudions congruence, incongruence et irrésolution comme précédemment.
2.2.9 Raccourcissement des gènes
Dans une manipulation reliée à celles sur la longueur des gènes, nous simulons
des gènes courts à partir de gènes longs. Les gènes sont classés par longueur13
croissante et divisés en deux catégories, de 1 à tn/2] (gènes courts) et de + I
à n (gènes longs)’4. Les gènes longs sont raccourcis aléatoirement de manière à ce
que leurs longueurs correspondent à celles des gènes courts. Cette étape est réalisée
par le script shorten_genes.
2.2.10 Conformation des arbres et singletons
Au sein d’une taille de famille donnée, toutes les configurations de représenta
tions taxonomiques ne sont pas équivalentes t il peut y avoir différentes combinai
sons de nombre d’espèces par groupe. Par exemple, pour un jeu de données avec 2
espèces par groupe, il y a deux combinaisons possibles pour les familles de taille 4.
13Nombre d’acides aminés après alignement et sélection par GBL0cRS.









Figure 2.8 — Pick from : re
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Figure 2.7 — Resampling tirage aléa
toire de 4 espèces parmi chaque famille.
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Comme le montre la figure 2.9, on peut avoir 2 espèces d’un groupe et 2 espèces
d’un autre (cas 2_2). L’autre possibilité est 2 espèces d’un groupe, et les deux autres
de groupes différents (cas 2_1_1)15. Pour les familles de taille 5, les combinaisons
sont 2_2_1 et 2_1_1_1. Un gène d’une espèce cjui est la seule représentante de sou
groupe dans une famille donnée est nommé 1111 singleton. Pour les familles de taille
4, il y donc O ou 2 singletons. Pour les familles de taille 5, il y en a 1 ou 3. Ces
singletons ont une importance particulière : en effet, comment expliquer l’absence
de ce gène chez les autres espèces du groupe? Soit le singleton a été acquis par
transfert horizontal, soit l’autre espèce a perdu le gène correspondant. On s’attend
donc à obtenir des résultats d’incongruence différents en fonction du nombre de
singletons dans chaque famille si la présence est due à un HGT et no à une perte.
Pour chaque famille, nous classons les différentes conformations en fonction de leur
nombre de singletons. Nous avons développé un algorithme pour générer les dif
férentes combinaisons en fonction du ilombre de groupes, d’espèces par groupe et
de la taille de la famille. Il est implémenté dans generate_combin, auquel notre
programme combin fait appel afin de compter les effectifs de chaque coilformation
et de calculer leurs congrueilce, incongruence et non-résolution.
2.2.11 Distribution des gènes chez les espèces avec plusieurs souches
Chez certaines espèces, le contenu en gènes peut varier significativement d’une
souche à l’autre (Welch et al., 2002). Certains gènes sont perdus, d’autres sont
acquis par HGT ou créés par duplication. Si un gène est présellt chez mie ou
plusieurs souches mais absent chez les autres, il est fort possible que ce gène ait été
acquis très récemment par HGT. C’est ce que nous cherchons à mettre en évidence
ici. À partir d’un jeu de données 5 groupes x 2 espèces. nous sélectionnons toutes les
souches disponibles pour chacune des espèces. Nous partons des familles de gènes
détectées par brh. Tous ces gènes sont blastés contre les génomes6 des souches
1511 n’y a pas de cas 1_1_1_1 car il faut qu’au moins un groupe ait deux espèces afin d’être
testable.
16Nous utilisons les séquences brutes en acide nucléiques (extension .fna). En effet, les séquences




Figure 2.9 — Singletons conformations de groupes possibles pour des arbres de
taille 4 et .5, avec 2 espèces par groupe. Pour l’exemple en haut à gauche. 2_2
signifie qu’il y a 2 espèces d’un groupe et 2 d’un autre.
correspondantes afin de détecter leur présence. Un gène est dit “universel” s’il est
présent chez toutes les souches d’une espèce donnée. Dans le cas contraire, il est
dit “non—universel”.
Les génomes de toutes les souches d’une espèce sont concaténés afin de consti
tuer une base de données (merge_fna) contre laquelle find_close_genes_N hiaste
chaque famille de gènes détectée par brh. Par la suite, f ind_blast_matches ana
lyse les résultats afin de déterminer si le gène est universel ou non parmi les
souches (le seuil de similarité exigé pour un match est de 90%). Enfin, correlate—
_incongruence croise ces informations avec les résultats de congruence. incon
gruence et non-résolution déjà calculés par analyse_outfiles.
2.2.12 Retrait d’espèces
Afin de déterminer l’influence du nombre d’espèces par groupes sur nos résultats,
il est nécessaire d’avoir un ensemble stable d’espèces. Nous avons utilisé notre jeu
de données le plus riche en espèces par groupe, soit 5x7. Nous avons retiré une
utilisons l’option tbtastn de BLAST puisque les gènes de départ sont en acides aminés (.faa).
2111
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espèce dans chaque groupe et ainsi obtenu un jeu 5x6. Cependant, deux options
se présentent : on peut conserver les familles de HNP qui sont des sous-ensem
bles de celles calculées pour les 35 espèces. ou bien on peut repartir de zéro et
refaire la détection des HNP avec brh. Nous avons réalisé les deux. Par la suite,
nous avons refait l’inférence phylogénétique. Nous avons ensuite calculé congruence,
incongruence et irrésolution pour ces “nouveaux” jeux d’espèces. Le processus entier
est répété pour obtellir successivement des jeux 5x5, 5x4, 5x3 et 5x2.
2.2.13 Tirages aléatoires d’espèces
Les résultats obtenus pour un échantilloil d’espèces donné peuvent être influen
cés par des particularités dues aux espèces choisies, par exemple la taille du génome,
le taux de G+C. etc .Afln de minimiser ces effets, iious constituons un pool d’es
pèces à partir duquel on réalise des échantillons aléatoires d’un nombre fixe de
groupes et d’espèces par groupe. Nous avons réalisé 100 tirages de 5 groupes avec
2 espèces chacun.
2.2.14 Diagramme des programmes
La figure 2.10 représente schématiquement le flux de données dans l’ensemble
de nos programmes. Ils sont écrits en C++, bash et perl.
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Figure 2.10 — Diagramme des programmes
CHAPITRE 3
RÉSULTATS ET DISCUSSION
Notes désignation des jeux de données [nombre de groupes]x[nombre d’espèces par groupe].
Exemple : 5x2 signifie un jeu de données formé de 5 groupes, avec 2 espèces par groupe.
Légende des figures Nom du jeu de données, seuil e-value pour brh, méthode de reconstruc
tion, seuil de bootstrap. Si non précisées, les valeurs par défaut sont le-4 pour le seuil d’e-value,
distance pour la méthode de reconstruction et 70% pour le seuil de bootstrap.
3.1 Exemple d’application de notre protocole : le jeu de données 5x7
Nous avons constitué un riche jeu de données de 5 groupes, avec 7 espèces
par groupe (5x7), selon les critères décrits dans le chapitre Matériels et méthodes.
L’arbre des espèces est montré à la figure 3.1. Le premier résultat concerne les
effectifs des familles de FIN? (homologues ilon-paralogues) (voir figllre 3.2). On
remarque que la majorité des familles sont de taille 4 à 7, représentant souvent
des gènes spécifiques à un groupe. À l’opposé, il y a une centaine de familles de
gènes présents chez toutes les espèces, des gènes universels donc. Les effectifs pour
les gènes de taille intermédiaire sont très faibles. Le graphique dii nombre total
de séquences par famille nons montre une répartition plils équilibrée les familles
de taille 8 à 14 représentent de 132 à 248 gènes. Les autres tailles intermédiaires
(15 à 34) contiennent plusieurs dizaines de gènes chacune, parfois plus de 200 (la
taille 31 en contient 279; la taille 34, 374). La taille 35, contenant les gènes pré
sents chez toutes les espèces, contient 3710 séquences, ce qui en fait de loin la plus
grande (elle contient 75% plus de séquences que la deuxième, la taille 4, qui en
contient 2100). Cette catégorie représente à elle seille près de 28% du nombre total
de séquences détectées par brh (13270). Cela nous indique que les gènes universels
à l’échelle de nos 35 espèces sont majoritaires. Enfin, le nombre de groupes tes
tables, qui rappelons-le donne les effectifs réels sur lesquels sont exprimés les taux
de congruence, d’incongruence et d’irrésolution, montre que les familles de petite
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Sinorhizobium meliloti 1021 (6205)
I Mesorbizobium loti MAFF303099 (7281)Bartonella henselae str. Houston 1 (1488)
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (8317)
ALpha Caulobactet crescentus CB1 5 (3737)
Silicibacter pomeroyi DSS 3 (4252)
Gluconobacter oxydans 621H (2664)
Legionella pneumophila str. Paris (3166)
Shewanella oneidensis MR 1 (4778)
Photobacterium prof undum (5480)
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E (2384)
Escherichia cou 0157 H7 (5361)
Pseudomonas putida KT2440 (5350)
Methylococcus capsulatus str. Bath (2959)
Synechococcus sp. WH 8102 (2517)
Prochiorococcus marinus str. MIT 9313 (2265)
Synechococcus elongatus PCC 6301 (2525)
Synechocystis sp. PCC 6803 (3167)Cyano Nostoc sp. PCC 7120 (6132)
Thermosynechococcus elongatus BP 1 (2475)
Gloeobacter violaceus PCC 7421 (4430)
Propionibacterium acnes KPA1 71 202 (2297)
ff h cc Leifsonia xyli subsp. xyli str. CTCBO7 (2030)ig Bit idobacterium Iongum NCC2705 (1727)
Streptomyces avermitilis MA 4680 (7673)
Coiynebacterium glutamicum ATCC 13032 (3099)
Nocardiafarcinica IFM 10152 (5936)
Mycobacterium tuberculosis CDC1 551 (4189)
— Oceanobacillus iheyensis HTE831 (3496)
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (4106)
Bacillus anthracis str. Ames Anceafor (5617)
Low GC Listeria innocua (3043)
Lactococcus lactis subsp. lactis 111403 (2266)
Enterococcus taecalis V563 (3265)
Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 (2733)
0.1
Figure 3.1 Arbre du jeu de données 5x7. Le nombre de gènes pour chaque espèce
est donné entre parenthèses.
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Figure 3.2 — 5x7 effectifs des familles de gènes, nombre total de gènes et ilombre
de groupes testables.
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taille (4-7) contiennent proportionnellement moins de groupes testables que les fa
milles de tailles supérieures, ce qui diminue leur poids relatif. Ceci est attendu, car
beaucoup de ces familles contiennent des gènes spécifiques à un groupe, ce qui les
rend non-testables d’un point de vue phylogénétique’. À l’opposé, dans les familles
de grande taille (31-35), les cinq groupes sont testables (ex $ taille 31: 9 familles, 45
groupes testables; taille 32 : 2 familles, 10 groupes testables; etc.). En conclusion.
les nombres de groupes testables ont une distribution plus équilibrée que le nombre
de familles et le nombre de gènes, ce qui est avantageux pour notre protocole.
L’analyse de la congruence, de l’incongruence et. de l’irrésolution, réalisée en
maximum de vraisemblance, avec WAG+f4 et un seuil de hootstrap de 70% (voir
figure 3.3), montre une grande variabilité des taux, surtout pour les tailles de fa




TaOn des f aniges de gènes
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Figure 3.3 — 5x7 : congruence, incongruence et irrésolution, nombre de groupes
testables. le-4, ML, 70%. Les points correspondant aux familles de taille 22 et 30
ne sont pas représentés car leur effectif est O (voir figure 3.2).
1Pour être testable, un groupe ne doit pas être le seul représenté dans une famille, autrement
dit il doit être accompagné d’espèces d’(un) autre(s) groupe(s) (voir section 2.2.1).
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vu la faiblesse des effectifs pour ces tailles. Malgré cela, on remarque que la courbe
de tendance de l’incongruence (en pointillé) a une pente négative, ce cliii confirme
à première vue notre hypothèse. En effet, les gènes rares (tailles 4 à 7) ont de 15 à
20% d’incongruence, alors que les gènes universels ou presque (tailles 34 et 35) pré
sentent moins de 3% d’incongrllence. Autrement dit, les gènes rares présentent plus
d’incongruence due aux HGT que les gènes universels. Parallèlement, la congruence
augmente avec la diffusion2 des gènes. ce qui est attendu.
Enfin, il est surprenant de constater ciue l’irrésolution baisse pour les familles
de grande taille, alors qu’on attendait le contraire à cause du nombre plus élevé de
noeuds à résoudre. Cette baisse inattendue de l’irrésolution, mise en parallèle avec
la baisse de l’incongruence, pourrait également être interprétée comme étant causée
par des HGT, et plus précisément des HGT provenant d’espèces non représentées
dans notre jeu de données. En effet, pour que notre protocole détecte des HGT,
il doit y avoir un groupement incongruent qui soit suffisamment supporté (c’est-à-
dire avec une valeur de l)ootstrap supérieure au seuil). Ceci ne peut se produire que
si le gène de l’espèce receveuse provient d’une espèce appartenant à un des autres
groupes de notre jeu de données, ou du moins qu’elle en soit suffisamment proche
phylogénétiquement (voir figure 3.1 A). Si ce n’est pas le cas, le gène de l’espèce
receveuse n’aura d”affinité” avec aucun groupe et donnera lieu à de l’irrésolution
(figure 3.4 B). Ainsi, il est probable qu’au moins une partie de l’irrésolution que nous
obtenons soit causée par des HGT de provenance extérieure à notre jeu de données,
le reste étant le fruit du signal non-phylogénétique (“bruit”), ou plus simplement
d’un signal phylogénétique t.rop faible.
3.2 HGT artificiels et efficacité du protocole
Afin de montrer cïue notre protocole détecte vraiment les HGT (c’est-à-dire
qu’ils se traduisent bien par de l’incongruence), nous avons sinmlé des HGT ar
2p diffusion nous entendons l’étendue de la distribution d’un gène parmi les espèces, par
analogie avec la diffusion d’un journal un journal à grande diffusion est plus répandu, plus
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Figure 3.4 — Irrésolution causée par des HGT. A. Si le gène transféré provient d’lln
groupe présent dans le jeu de données, il produira un groupement sigilificativernent
incongruent. B. Si le groupe donneur n’est pas représenté, le gène transféré produira
un groupement irrésolu à la base de l’arbre.
tificiels dans ce jeu de données. À partir des familles de gènes présents chez les
35 espèces exempts de HGT (c’est-à-dire retrouvant les 5 groupes avec une valeur
de bootstrap > 70%), nous avons simulé 1, 2 puis 3 transferts (voir figure 3.5).
011 voit que les niveaux d’incongruence augmentent de façon marquée avec chaque
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Figure 3.5
— HGT artificiels à partir d’un jeu de données 5x7.
HGT simulé, passant à 30%, 55% et 75% respectivement. Par contre, on ne peut
pas directement lier ces pourcentages au nombre de groupes rendus incongrilents
par les simulations de transfert. En effet, avec un transfert, le groupe donneur et
57
le groupe receveur devraient être incongruents, donnant un pourcentage de 40%.
D’autre part, notre protocole simille des transferts très récents, puisque nous n’al
térons pas les séqilences transférées afin de simuler les mutations et l’amélioration
au nouveau génome. Néanmoins, ces résultats montrent clairement que les HGT se
traduisent par de l’incongruence. L’irrésolution est presque équivalente (et faible)
quel que soit le nombre de transferts simulés. Le fait que des HGT au sein même
du jeu de données n’affecte pas l’irrésolution est compatible avec notre hypothèse
des HGT comme cause partielle de l’irrésolution.
3.3 Homogénéisation de la taille des familles : jeu de données 5x2
Pour notre jeu de données 5x7, les effectifs des gènes de diffusion intermédiaire
étaient trop faibles pour être statistiquement significatifs. Nous avons donc réduit
le nombre d’espèces par groupe. Nous avons assemblé un jeu de données 5x2 (voir
figure 3.6). Cela a aussi l’avantage de réduire considérablement le temps de calcul.
Spirocliaetes
—Treponema pailidum str. Nichais (1031)
Borrelia burgdorferi B31 (1639)
Gamma Pseudomonas aeruginosa PAO1 (5568)
Escherichia cou 0157 H7 EDL933 (5449)
Low GC Oceanobacillus iheyensis HTE831 (3496)
Baciilus subtilis subsp. subtilis str. 168 (4106)
Hfgh GC Streptomyces coeiicoior A3 2 (8154)
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 Kitasato (3099)
Cyano Synechocystis sp. PCC 6803 (3564)
Nostoc sp. PCC 7120 (6132)
0.1
Figure 3.6 — 5x2 original arbre.
Comme le montre la figure 3.7, les tailles avec le plus grand nombre de séquences
sont encore la plus petite (4 espèces avec 900 séquences) et la plus grande (10
espèces avec 1330 séquences). Même s’ils sont plus faibles, les effectifs pour les
tailles intermédiaires devraient être suffisamment nombreux pour être significatifs.
Les fluctuations des courbes de congruence, incongruence et irrésolution sont
toujours présentes (voir figure 3.8). Elles sont moins prononcées que pour le jeu
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Nombre de famiNes de gènes
250 225
250
Taille des familles de gènes
,A
Figure 3.7 — 5x2 original : effectifs des familles de gènes, nombre total de gènes et
nombre de groupes testables.
5x7, et semblent avoir une périodicité de 2. Plus précisément, il semble y avoir des
pics cl’incongruence pour les tailles impaires (5. 7 et 9). La courbe d’incongruence
(3) présente la même pente négative et la même forme que pour le jeu 5x7. Il en
va de même pour la courbe de congruence (A), dont la pente est positive comme
la congruence du jeu 5x7. Par contre, la courbe d’irrésolution (C) a une pente très
légèrement positive, à l’opposé du jeu 5x7, ce que nous ne comprenons pas. La
pente négative de l’incongruence confirme cependant celle obtenue avec le jeu 5x7,
confortant notre hypothèse.
A A







Figure 3.8 5x2 original, le-4, ML, 70%. Les courbes moyennes sont représentées
en gras.
En plus des taux moyens. nous avons représenté les courbes pour chaque groupe
(figure 3.8). On remarque que les spirochètes ont ne incongruence au dessus de la
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Les spirochètes de ce jeu de données ont do;w un taux élevé de HGT, alors que les
cyanobactéries e ont peu. Il iie s’agit cependant ciue de deux espèces dails chaque
cas, et nous ne nous prononçons pas pour l’ensemble des espèces de ces groupes.
3.4 Comparaison des méthodes de maximum de vraisemblance et de
distance : jeu 5x2
La reconstruction phylogénétique avec la méthode de maximum de vraisem
blance (ML) est la meilleure méthode d’un point de vue théorique (Felsenstein,
2004) et elle permet d’éviter plusieurs artéfacts (Jeffroy et al., 2006). Cependant,
elle présente l’mconvéniellt d’être lente. Comme notre choix d’espèces vise à maxi
miser le signal phylogénétique, les méthodes moins précises mais plus rapides de
vraient être en mesure de retrouver la bonne phylogénie. Nous comparons ici la
méthode ML utilisée jusqu’à présent, avec une méthode de distance plus rapide.
Les résultats obtenus avec cette méthode sont très similaires à ceux de la méthode
ML (voir figure 3.9). surtout pour l’incongruence, qui est le paramètre le plus im
portant dans notre cas car il mesure exclusivement les HGT. Il est important de
noter que l’irrésolution est sensiblement différeilte. En effet, la résolution est net
tement supérieure avec les distances qu’avec le ML. Cela est vraisemblablement dû
à une plus petite variance pour ces méthodes (Nei, 1996).
Ce résultat montre qu’il n’y a pas de problème de reconstruction et que mimême
une méthode moins perfectionnée fonctionne bien dans notre cas, ce qui elltrainera
u gain de temps considérable lors de la reconstruction phylogénétique (qui est
l’étape la plus longue dails notre protocole).
3.5 Les résultats irréguliers ne sont pas causés par la taille et la forme
des arbres (“Pick from”)
Les résultats en dents de scie pour la collgruence, Fincongruence et l’irrésolution
ciue nous obtenons sont peut-être causés par la taille et la forme mêmes des arbres.
En effet, il est plus facile de retrouver un petit arbre car il y a moins de noeuds à ré-
4 5 6 7 5 9 10
TaOns des f aniles de gènes
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Figure 3.9 — 5x2 original, le-4, 70%. Comparaison des méthodes de ML et distance.
soudre que dans un arbre avec beaucoup d’espèces. Par ailleurs, l’arbre à retrouver
est plus asymétrique avec un nombre impair de séquences quavec un nombre pair.
A partir de chaque taille de famille, nous simulons des jeux de données de toutes
les tailles inférieures pour tester cette éventualité. Les courbes sont remarquable
ment plates à l’exception du cas à 4 espèces (voir figure 3.10). Cela signifie que les
résultats sont bien dus au signal contenu dans chaque arbre, et non à leur taille ou
à leur forme. Par contre, on remarque une anomalie pour la taille 4 : la congruence
:
j 1ff ! ‘s:.._
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Ta6e des f anèles de gènes Taè des f asiles de gènes
Figure 3.10
— Pick from: 5x2, 70%. 1000 réplicats. À partir des données dans chaque
taille de famille, ou recompose des jeux de données de tailles inférieures.
est plus élevée alors qu’incongruence et irrésolution sont plus faibles, et ce pour
les données provenant de toutes les tailles. L’explication de ce phénomène se situe
dans la topologie des arbres de taille 4 : ceux-ci n’ont qu’une seule branche interne,
donc une seule valeur de bootstrap. Le problème survient si l’on a deux espèces
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supérieure au seul se significativité), le deuxième étant représeilté par des espèces
ayant des gènes homologues non-paralogues peu semblables, par exemple si une
des deux espèces l’a acquis par HGT. Dans ce cas, le deuxième groupe sera coilsi
déré monophylétique “par défaut” puisque les deux conditions pour la monophylie
que nous avons définies3 sont remplies. Deux groupes réellement mollophylétiques
dollilent un arbre avec une longue branche interne, et des branches terminales com
parativement courtes (figure 3.11, à gauche). L’arbre du cas problématique aura
une branche interne plus courte, avec les branches terminales relativement longues
pour les espèces du groupe monophylétique “par défaut” (figure 3.11, à droite).
Notre méthode est incapable de discriminer entre les deux cas, ce qui conduit à
>;:< >9:;:.<
Figure 3.11 Artéfact pour les arbres de taille 4 : à gauche, deux groupes véri
tablement monophylétiques; à droite, seul le groupe bleu est monophylétique. Le
groupe rouge est trouvé monophylétique, mais de façon erronée (voir texte).
une surestimation de la congruence pour les familles à 4 séquences, et donc une
sous-estimation de l’incollgruence et de l’irrésolutiou. Pour remédier à ce défaut,
il faudrait examiner les longueurs de branches, mais déterminer les rapports de
longueurs qui permettraient de différencier les “vraies” mollophylies des “fausses”
ne serait pas aisé.
Grâce à notre choix d’espèces, il y a suffisamment de signal phylogénétique pour
que la bonne phylogénie soit inférée quelle que soit la méthode, quel que soit le
nombre d’espèces et quelle que soit la forme de l’arbre. Par contre, l’incongruence
(ou la congruence) ne s’applique pas bien au cas 4 espèces où la congruence est
surestimée. Il faudra donc toujours considérer les valeurs à 4 séquences avec pré
caution.
3Au moins 2 espèces pour le groupe en question avec au moins 2 espèces d’autres groupes, et
valeur de bootstrap supérieure au seuil de significativité.
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3.6 Impact de la longueur des gènes
Les gènes ont été classés en 3 catégories afin de vérifier si les gènes courts ont
moins de signal et sont plus sujets au HGT que les gènes longs. Le résultat n’est pas
très concluant, comme attendu. L’irrésolution est plus élevée pour les gènes courts
(voir figure 3.12, en rouge), ce qui indique un signal phylogénétique plus faible. Par
contre, l’incongruence n’est pas différente pour les gènes moyens et longs. Donc la
longueur d’un gène ne semble pas influencer sa propension à être transféré.
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— Longueur des gènes : congruence, incongruence et irrésolution en
fonction de la longueur des gènes.
La manipulation complémentaire qui consiste à simuler des gènes courts à par
tir de gènes longs n’est pa.s plus concluante. Nous n’observons pas de différence
significative entre les gènes courts et les gènes longs raccourcis (voir figure 3.13).
Ces résultats présentent tout de même plusieurs caractéristiques incongrues. Pour
les gènes courts, la taille 4 présente des taux d’incongruence (B) et d’irrésolution
(C) très faibles, alors que la congruence est élevée (85o). Une explication possible
serait une plus grande proportion de familles dans lesquelles le deuxième groupe est
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figure 3.13 Raccourcissement. la moitié des gènes les plus longs sont réduits
aléatoirement à la taille de la moitié des gènes les pulls courts (10 tirages).
monophyléticjue par défaut, tel que décrit dans la section 3.5. Cette interprétation
est complémentée par les taux de la taille 1 pour les gènes longs raccourcis la
congruence (D) est faible (507o), et l’incongruence et l’irrésolution sont élevées. Ce
type de résllltat où les gènes les plus rares sont les plus incongruents est conforme
à la prédiction de notre hypothèse initiale. Cependant, nous n’avons pas d’explica
tion tangible pour la façon dont cette discrimination aurait pu s’effectuer par le seul
raccourcissement des gènes, et sans apparaître dans les gènes longs non-raccourcis
(figure 3.12). De plus, les pics d’incongruence sont inversés par rapport à précédem
ment, les tailles impaires (5 et 7 surtout) ayant une incongruence plus faible que
les tailles paires (6 et 8). finalement, le résultat le plus net est l’augmentation de
l’irrésolution pour les gènes longs raccourcis (f). Si le raccourcissement supprime
la même proportion de signal phylogénétique (SP) et non-phylogénétique (SNP),
n’affectant donc pas le rapport SP/SNP, le montant brut de signal phylogénéticue
restant n’est peut-être plus assez élevé pour inférer pleinement la congurence et
l’incongruence, résultant en une hausse de Firrésolution.
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3.7 Influence du seuil de bootstrap
Nous analysons la congruence. l’incongruence et l’irrésolution en faisant varier
le seuil de significat.ivité afin de déterminer une valeur acceptable. Évidemment, ce
seuil affecte de façon directe les courbes obtenues (voir figure 3.14). Les courbes de
if
y 1 4125x 77 577 y = 1.4702x .72.916
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Figure 3.14 — Congruence, incongruence et irrésolution à différents seuils de boots
trap (50%, 70%, 90%). le-4
congruence (A) sont très ressemblantes, avec les mêmes pics pour les valeurs paires.
Plus le seuil est élevé, moins les pics d’incongruence sont marqués (B), la courbe
pour 90% étant presciue plate. C’est l’inverse qui se produit pour l’irrésolution, où
c’est la courbe pour 50% qui est dépourvue de pics. Comme nous l’avons montré
dans la section 3.5, les pics d’incongruence et d’irrésolution sont bien causés par
un signal contenu dans les données. Nous avons testé le seuil de 50% à des fins
exploratoires seulement: en effet. la probabilité que l’arbre inféré ne soit pa.s le bon
est élevée (0,5). Quant au choix entre les deux autres seuils, il va influer sur notre
interprétation des HGT : le seuil de 90%. privilégiant l’irrésolution, indiquerait une
prédominance des HGT de provenance extérieure à notre jeu de données. Le seuil
de 70% qui préserve à la fois les pics d’incongruence et d’irrésolution donnerait une
image plus équilibrée. De plus, Huis et Buil (1993) ont montré qu’une valeur de
bootstrap de 70% correspond à une probabilité de 95% que le clade soit vrai. C’est












25 y • -l.8071x * 1S092
R=04514













3.8 Le rééchantillonnage des familles montre que les courbes sont le
résultat du signal phylogénétique
Afin d’étudier le signal contenu dans chaque famille indépendamment de la
taille de l’arbre, nous fixons la taille de l’arbre à 4. Cela permet de comparer le
signal de chaque taille dans un contexte phylogénétique identique. En particulier,
cela permet d’inclure les familles à 4 séquences qui, comme nous l’avons vu à la
figure 3.10, n’ont pas les mêmes caractéristiques de détection que les autres tailles.
Pour chaque famille de gènes, quelle que soit sa taille, nous tirons aléatoirement 4
espèces (ce processus est répété 1000 fois). Les courbes obtenues sont identiques à
celles de notre résultat 5x2 original (voir figure 3.8), un peu plus lisses certes, mais
présentant les même pics pour les tailles impaires. Cela confirme que les pentes des
courbes sont bien le résultat du signal phylogénétique contenu dans les données et
non d’un artéfact dans la méthode de détection.
y.25.75
Taie ies Iaies deèMs Taie des aies de gédes Taie des arnees deèses
f igure 3.15 — Rééchantillonnage de 5x2 original: 4 espèces pour chaque taille, 1000
réplicats.
3.9 Influence du seuil d’e-value et du nombre d’arêtes manquantes to
lérées sur la détection des familles de HNP par brh
Les résultats obtenus jusqu’à présent dépendaient des familles de HNP sélec
tionnées par brh, mais nous n’avons pas étudié comment les paramètres de ce
programme infillent sur les effectifs des HNP. Les deux paramètres sont le seuil
d’e-valne pour les best reciprocat hits (brh) d’une part, et le nombre d’arêtes man
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quantes (des brh) tolérées dans les sous-graphes (les familles de HNP) d’autre part.
Le tableau 3.1 montre la répartition des familles en fonction du seuil d’e-value
log e-value
Taille des familles de gènes -1 -2 -4 -10 -20 -50 -100
4 125 142 153 167 151 97 35
5 47 63 61 62 52 33 14
6 58 66 67 56 52 37 13
7 26 33 34 33 28 15 5
8 74 76 70 68 56 34 11
9 22 24 20 17 16 9 2
10 131 128 125 112 82 36 17
Total 483 532 530 515 437 261 97
Tableau 3.1 — Nombre de familles de gènes en fonction des seuils d’e-value pour
brh
exigé pour les brh. On constate logiquement ciue le seuil le plus stringent (le-100)
donne le nombre le plus faible de familles de HNP (97). À mesure que l’on relaxe le
seuil, le nombre de familles obtenues augmente jusqu’à un maximum de 532 pour
un seuil de le-2. Si on relaxe un peu plus le seuil (le-1), on obtient par contre
moins de familles. Cela est probablement causé par le fait qu’à ce seuil, les niveaux
de similarité exigés pour un hrh sont trop faibles, et certains gènes détectés ne
sont pas homologues. Ces fallx positifs “cassent” les relations de hrh dans les sous-
graphes, conduisant à leur rejet par le programme brh. Dans la littérature, Beiko
et al. (2005) ont utilisé une valeur de le-2 alors que Clarke et al. (2002) ont choisi
le-10. Un seuil de le-4 (Cortez et al.. 2005) nous semble un bon compromis en
limitant les faux positifs tout en donnant un plus grand nombre de HNP. De toute
façon, n’importe quelle valeur entre le-2 et le-10 donne des résultats virtuellement
identiques, donc l’inftllence de ce choix arbitraire sur nos résultats finaux sera très
faible.
Bien que le choix d’un seuil cl’e-value de le-4 ait augmenté le nombre de HNP
obtenus, les effectifs des familles de tailles intermédiaires sont encore parfois trop
faibles, surtout lorsqu’il y a beaucoup d’espèces dans le jeu de données, par exemple
pour le cas 5x7 (voir figure 3.2). Nous avons donc assoupli la rigueur de la détection
67
Nombre d’arêtes manquantes
Taille des familles de gènes O 1 2 3 4 5
4 153 181 223 229 229 229
5 61 71 78 87 91 92
6 67 71 79 $0 8$ 90
7 34 39 39 42 43 47
8 70 75 79 80 80 83
9 20 22 23 26 26 26
10 125 129 133 138 140 140
Total 530 591 654 682 697 707
Tableau 3.2 — Nombre de familles de gènes en fonction des arêtes manquantes
tolérées pour brh à un seuil d’e-value de le-4.
effectuée par brh en autorisant l’absence d’un certain nombre d’arêtes (brh) dans
les familles de HNP. Nous avons choisi d’en tolérer 2. car comme nous allons le
voir, cette valeur procure un bon compromis. Le tableau 3.2 montre les effectifs
obtenus en fonction du nombre darêtes mancluantes. Tolérer une arête manquante
entraîne une augmentation d’environ 10% du nombre de familles (530 à. 591). En
tolérer 2 apporte une nouvelle hausse de 10% (591 à 654). Par coutre, tolérer une
troisième n’apporte ciue 4% de familles en plus. On voit cyue par la suite les effectifs
n’augmentent presque plus à mesure que l’on tolère plus d’arêtes manquantes. En
tolérer 2 s’avère donc un compromis raisonnable. Tous les résultats obtenus dans ce
travail (y compris ceux présentés auparavant) ont été obtenus avec ce paramètre.
Évidemment, ce paramètre peut sembler un peu simpliste. Le fait de pouvoir spé
cifier un pourcentage d’arêtes manquantes qui dépendrait du nombre total d’arêtes
dans le graphe des brh serait préférable à un nombre brut, mais n’apporterait pas
d’amélioration notable en effet, le nombre de familles avec beaucoup d’arêtes man
quantes est faible par exemple, il y a seulement 6 familles de taille 4 avec 3 arêtes
manquantes, et seulement 2 familles de taille 10 avec 4 arêtes manquantes.
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3.10 Classification des familles de HNP en fonction de leur e-value











Tableau 3.3 Longueurs moyennes des familles (acides aminés après sélection par
GBLOCKS) avec e-value inférieure à le-40 et supérieure à le-40.
L’e-value d’une famille est la e-value maximale parmi ses brh (voir figure 2.6).
Les familles avec une e-value proche de O sont composées de gènes longs et/ou très
conservés, c’est-à-dire beaucoup de positions et/ou pas de signal phylogénétique.
ce qui est contradictoire. Les familles avec une e-value proche de 1 contiennent des
gènes courts et/ou à évolution très rapide, ce qui implique peu de signal phylogéné
tique et/ou beaucoup de signal phylogénétique (mais potentiellement trop à cause
de la saturation). Le tableau 3.3 nous montre qu’effectivement les familles avec une
e-value inférieure à le-40 sont près de deux fois plus longs (345 positions) que les
familles dont l’e-value est supérieure à le-40 (187 positions).
On peut émettre l’hypothèse que les gènes dans les familles avec une e-value
plus élevée, étant plus courts et évoluant plus rapidement, seraient impliqués plus
fréquemment dans des HGT que les gènes plus longs et conservés appartenant
aux familles dont la e-value est faible. En effet, leur longueur réduite pourrait
faciliter leur transfert d’un point de vue physique (via un phage ou directement
dans l’environnement par exemple), et d’autre part leur taux d’évolution rapide
favoriserait leur adaptation au génome hôte, et donc leur fixation.
Les résultats que nous obtenons (voir 3.16) ne vérifient pas cette hypothèse
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figure 3.16 — E-value des familles de HNP les familles sont réparties en 2 catégories
en fonction de leur e-value. Les familles avec les meilleures e-values (inférieure à
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de façon claire. La congruence pour les familles avec les meilleures e-values (A)
est un peu plus élevée, et leur incongruence (B) plus faible que ceux des familles
avec une e-value élevée (D et E). Par contre, ces dernières ont une irrésolution
(F) sensiblement plus élevée. La saturation élevée ou la taille réduite des gènes de
ces familles semblent donc influencer à la hausse leur irrésolution. Cependant, il
faudrait réaliser des manipulations supplémentaires pour tester cela.
Cette expérience nous montre ciue les différences constatées en fonction des e-
values sont faibles. et donc que le choix arbitraire du seuil de le-4 pour les brh n’a.
ciue peu d’influence sur nos résultats.
3.11 Le cas des singletons
Certaines familles de HNP contiennent une seule espèce d’un groupe. Pourquoi
les autres espèces de ce groupe ne sont-elles pas représentées? Il y a deux explica
tions : soit le gène de l’espèce seule (un singleton) a été acquis par HGT, soit les
autres espèces du groupe ont perdu leur exemplaire du gène. Si le gène a été perdu
chez certaines espèces, il n’empêchera pas celles l’ayant conservé d’être rnonophy
létiques. Par contre. si le gène a été acquis par HGT, il a de bonnes chances dêtre
groupé avec des séquences appartena.nt à celui de la source. Il pourra aussi donner
lieu à de l’irrésolution si le groupe donneur n’est pas représenté.
Afin de tester cela, nous avons classé les familles en fonction de leur conforma
tion, c’est-à-dire le nombre d’espèces de chaque groupe présentes dans la famille.
Par exemple. pour une famille de taille 4. et avec 2 espèces par groupe. les deux
conformations possibles sont 2_2 (deux espèces dans deux groupes) et 2_l_l (deux
espèces d’un groupe, et deux autres de deux groupes différents). Ici nous regrou
pons les familles en fonction du nombre de singletons qu’elles possèdent. Dans notre
exemple, les deux conformations 2_2 et 2_l_l ont respectivement O et 2 singletons.
Le premier résultat est constitué par les effectifs de chaque conformation. Alors
que les figures d’effectifs précédentes nous avaient laissé l’impression d’une certaine
uniformité au sein des tailles de familles (voir par exemple la figure 3.7), la figure
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Figure 3.17
— Singletons 5x2 original effectifs
3.17 nous montre au contraire la variété des conformations dans chaque taille.
Parmi les familles de taille paire, les familles sans singletons sont plus nombreuses
que celles avec deux singletons. Par exemple, pour la taille 8, il y a 70 familles
2_2_2_2 contre seulement 9 du type 2_2_2_l_l. Une exception frappante est pour
la taille 4, au sein de laquelle il y a un nombre égal des deux conformations 2_2
et 2_1_1 (110). Ce résultat est plutôt contre-intuitif, car on s’attendrait à ce que
les familles 2_1_1 soient moins fréquentes t en effet, les HGT ou les pertes cjui les
engendrent devraient être plus rares que les gènes présents chez deux espèces par
groupes (2_2). Cela pourrait être dû à une particularité du jeu de données, mais
d’autres jeux montrent la même tendance, le nombre de 2_l_1 dépassant même
parfois celui de 2_2 (résultats non montrés). Ces effectifs doivent varier en fonction
de la e-value et du nombre d’arêtes manquantes. mais nous n’avons pas mené ces
tests complémentaires.
Examinons congruence, incongruence et irrésolution non pa.s en fonction des
tailles de familles comme nous les avons présentées jusqu’à présent, mais en fonc
tion du nombre de singletons dans chaque famille (voir figure 3.18). Les familles sans
singleton (2_2, 2_2_2, 2_2_2_2, 2_2_2_2_2) présentent un taux élevé de congruence
(88%,) mais surtout un t.aux d’incongruence remarquablement faible de moins de
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gruence étant tout de même doublée (8%). Ce résultat est compatible avec la
dualité de l’hyphothèse le singleton peut être autant dû à une acquisition par
transfert dans l’espèce seule (dans quel cas le gène aura de grandes chances de
causer de Fincongruence) qu’à une perte dans l’espèce soeur, ce qui ne causera
pas d’incongruence. Pour les familles à 2, et surtout à 3 singletons, la probabilité
d’une perte concourante d’un même gène dans différents groupes est plus faible.
La distribution des gènes à travers les groupes seulement chez certaines espèces
(autrement dit la présence de plusieurs singletons) devient pius parcimonieusement
expliquée par des HGT. Ceci se reflète dans nos résultats puisque les familles avec
3 singletons présentent un taux d’incongruence de 42% associé à une faible irréso
lution (6%). Ce signal détecté par notre protocole indique clairement des HGT. De
plus, on remarque que la congruence diminue régulièrement, ce qui est logique si
l’on admet que l’irrésolution peut être causée par les HGT. Il aurait fallu faire la
manipulation suivante t créer des familles à 2 ou 3 singletons à partir des familles
à O et à 1 singleton.
Le nombre de conformations possibles pour un jeu de données 5x2 est faible
(13). Pour un jeu de données 5x7, il y en a 774. Nous étudions donc les single
tons dans notre jeu 5x7 présenté précédemment. Le grand nombre de combinaisons
Figure 3.18
— Singletons 5x2 original : congruence, incongruence et irrésolution en
fonction du nombre de singletons par famille.
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figure 3.19 — Singletons 5x7: congruence, incongruence et irrésolution en fonction
du nombre de singletons par famille.
possibles autorise une meilleure granularité pour les conformations des familles.
Évidemment, les effectifs de chaque conformation sont souvent très faibles, mais il
est possible de les regrouper selon le critère du nombre de singletons, comme précé
demment. Nous avons par exemple 33 conformations avec un singleton, parmi les
quelles 2_2_1, 4_3_2_2_1, 7_7_1, 7_5_4_3_1 et 7_7_Z_7_1. Les résultats de congruence
sont similaires à ceux obtenus avec le jeu 5x2 (voir figure 3.19). Pour les familles
sans singletons, nous n’avons retenu que les familles avec des groupes complets
(7_7, 7_Z_7, 7_7_7_Z et Z_7_Z_7_7). Les résultats de congruence, incongruence et
irrésolution sont virtuellement identiques à ceux des familles sans singletons pour
le jeu 5x2. Cela confirme notre supposition que les gènes universels (de l’échelle
groupe-spécifique à bactérie-spécifique) sont très peu sujets aux HGT. Quant aux
familles avec 1 et 2 singletons, elles présentent des taux d’incongruence nettement
plus élevé que leur équivalents du jeu 5x2. L’explication probable est que beaucoup
de ces conformations contiennent aussi des “doubletons”, c’est-à-dire des gènes pré
sents chez seulement deux espèces. Comme dans ce jeu nous avons Z espèces par
groupe, la perte de l’homologue chez les cinq autres espèces peut être assez im
probable4. Comme dans le cas des singletons, la présence de plus d’un doubleton
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renforce l’hypothèse d’un HGT.
Ainsi, l’étude des différentes conformations d’arbres nous a révélé d’importantes
disparités potentielles entre des familles de taille identique, mais avec des nombres
de singletons différents.
3.12 Absence des gènes souches proches des espèces de référence
Cette expérience reprend le même principe que la précédente avec les single
tons, mais à l’échelle des souches «une même espèce. À l’heure actuelle, il existe
un bon nombre d’espèces ayant plusieurs souches dont les génomes sont entière
ment séquencés. Cela nous permet de déterminer si les gènes présents chez cer
taines souches mais absents chez d’autres présentent plus d’incongruence que les
gènes présents chez toutes les souches. Dans le cadre de cette section seulement,
les premiers seront nommés “non-universels”, les seconds “universels”. On suppose
que les gènes “non-universels” ont été acquis par certaines souches par HGT, et
qu’ils ne sont présents que de façon transitoire dans les génomes. En effet, un tel
HGT est sûrement récent, et la probabilité qu’il soit fixé dans la population est très
faible (plus précisément l/N «après Kimura (1962) s’il n’apporte pas «avantage
sélectif). Ainsi, la majorité de ces gènes ne seront pas fixés dans la population.
Le jeu de données que nous avons assemblé (espèces de départ et toutes leurs
souches) est représenté par la figure 3.20. Malgré le nombre élevé de génomes dis
ponibles, assembler un jeu de données équilibré n’est pas facile pour deux rai
sons premièrement, plusieurs espèces avec le même nom de genre et d’espèce sont
moins semblables entre elles que la plupart des souches des autres espèces. Soit
ces “souches” sont en réalité des espèces différentes identifiées à tort comme fai
sant partie d’une même espèce. soit elles sont réellement dissemblables. Lors de la
reconstruction d’un arbre, ces souches ont une longueur de branche les séparant
plus grande. Dans notre cas, H. pytori est légèrement affecté par ce phénomène.
cinq espèces forment un sous-groupe monophylétique, une seule perte dans la branche menant à
leur ancêtre commun suffit à expliquer la répartition du gène. Cependant, nous ne nous intéressons






































































Figure 3.20 — 5x2 souches arbre. Les espèces de départ sont en gras.
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Deuxièmement, comme le montre notre arbre, les pathogènes humains font l’objet
de plus d’efforts de séquençage et ont beaucoup de souches disponibles (exemple
E. cou, S. aureus et S. pyogenes), alors que d’autres espèces n’en ont que très peu.




TaSe des f arrIes de gènes
Famflles incongruentes
: flflfl
Taèe des f arries de gères
Familles irrésolues
: J4[j
Gènes universels Gènes non-universels
Figure 3.21 — 5x2 souches Congruence, incongruence et irrésolution pour les gènes
universels et non-universels. Noter le minimum inhabituel de 80% pour l’axe verti
cal.
L’analyse que nous réalisons ici consiste à déterminer le statut de chaque gène
parmi les souches (universel ou non-universel), puis à corréler ces informations avec
les données sur la congruence, l’incongruence et l’irrésolution des groupes que nous
avons calculées précédemment. Les résultats sont présentés dans la figure 3.21.
Les gènes non-universels font le plus souvent partie de familles de petite taille
(4 et 5). De plus, la catégorie des familles incongruentes de taille 4 est celle qui
contient le plus de gènes non-universels (17.65%). Ces résultats indiquent que le
taux de HGT augmente quand les gènes sont absents des souches voisines. D’un
point de vue biologique, cela signifie que ces gènes ont probablement été acquis
récemment et indépendamment par certaines souches, mais pas par les autres. Or
Hao et Golding (2004) ont constaté qu’au niveau des branches externes (de l’arbre
des espèces), les insertions de gènes étrangers (par HGT donc) sont beaucoup plus
nombreuses que les délétions. Les tailles des génomes bactériens étant globalement
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perdus sous peu5. Cependant, nous ne pouvons affirmer ceci avec certitude à cause
de l’échantillonnage limité de certaines souches dans notre jeu de données. En
effet, si une espèce donnée n’a que deux souches, seuls deux états sont possibles
considérant que le gène est présent chez la souche de départ, il peut être soit présent
soit absent chez l’autre souche. Le pourcentage de présence du gène est donc soit
50% (non-universel) ou 100% (universel). La présence de plusieurs souches par
espèce permet d’avoir des pourcentages de présence plus fins, et autorise la création
de seuils pour mieux quantifier la non-universalité. Par exemple, avec 5 souches ou
plus, on pourrait définir une catégorie de 80% de présence, ce qui donnerait plus
de sensibilité à notre analyse.
Un autre fait mérite d’être mentionné. Lors de la détection par blast dans les
souches voisines, nous obtenons parfois des matchs significatifs6 multiples au sein
d’un même génome. Les matchs multiples révèlent la présence de paralogues proches
pour notre gène de départ. Nous n’avons pas utilisé cette information car elle ne
nous était pas nécessaire, mais on pourrait imaginer une analyse supplémentaire
qui consisterait à corréler la présence de paralogues avec les taux de HGT. Nous
postulons que cette corrélation serait positive en effet, compte tenu de la faible
occurence des duplications de gènes ches les procaryotes, les paralogues aurait été
acquis par HGT.
3.13 Application à une échelle évolutive restreinte
Les choix d’espèces que nous avons réalisés jusqu’à présent étaient à l’échelle
des Bactéries, c’est-à-dire avec des espèces des grands groupes bactériens. Le but
de la présente manipulation est de vérifier que notre hypothèse, selon laquelle les
gènes peu répandus sont plus transférés que les gènes universels, est aussi vérifiée
à une échelle évolutive plus réduite. Nous appliquons donc les mêmes critères que
précédemment pour la sélection des espèces (voir section 2.1.2) mais en nous re
streignant à un seul groupe. Notre choix s’est porté sur les gamma-protéobactéries,
5à l’échelle évolutive
6Notre seuil de significativité est de 90% d’identité au niveau des acides aminés.
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Pseudomonas putida KT2440 (5350)
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (5568)
I Shewanella frigidimarina NCIMB 400 (4029)Ï_______ ShewaneHa sp. MR 7 (4014)
Vibrio fischeri ES1 14 (3802)
Vibrio vulnificus CMCP6 (4538)
Escherichia cou 536 (4629)
Photorhabdus luminescens subsp. Iaumondii flOl (4683)
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E (2384)




— 5x2 gamma t arbre. Toutes les espèces sont des gamma-protéobac
téries.
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— 5x2 gamma le-4 : congruence, incongruence, irrésolution, effectifs.
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car elles comptent le plus grand nombre d’espèces séquencées. L’arbre des espèces
est représenté dans la figure 3.22. Les effectifs obtenus pour chaque taille de fa
mille ont le même profil que dans nos jeux de données classiques, à savoir ciue les
tailles avec le plus de familles sont 4 et “tous” (10 dans ce cas) (voir figure 3.23 A).
Par contre, il y a comparativement moins de familles de taille 4 (343), et plus de
taille 10 (626) que pour notre jeu de données 5x2 original (voir figure 3.7) dont les
effectifs étaient 225 et 133 respectivement. Ceci est certainement la conséquence
de la faible distance évolutive entre les gamma-protéobactéries elles ont un grand
nombre de gènes en commun, et comparativement moins de gènes sont spécifiques
à des sous-groupes de gamma-protéobactéries qu’à des groupes bactériens entiers
(5x2 original). Les effectifs des tailles intermédiaires sont également plus faibles
que les tailles 4 et 10, mais les familles de tailles paires sont plus nombreuses que
celles de tailles impaires, comme c’était le cas pour le jeu 5x2 original. Enfin, on
remarquera que le nombre global de familles est plus élevé, ce qui est évidemment
dû à la proximité phylogénétique.
Les valeurs de congruence, incongruence et irrésolution (figure 3.23, D, E et
F) présentent également le même profil que le jeu de données original. Le taux
de congruence est cependant plus élevé, autour de 90% (par rapport à environ
80% auparavant). Le taux d’incongruence présente le même profil avec une pente
négative, le pourcentage brut étant cependant plus faible. La différence quantitative
de ces taux s’explique, comme pour les effectifs, par la proximité phylogénétique
des espèces. Leur similarité qualitative (c’est-à-dire au niveau de la pente) renforce
notre hypothèse que les gènes rares sont plus transférés que les gènes répandus.
Le nombre important de familles de gènes détectées avec le seuil standard de
le-4 nous a autorisé à conduire une expérience avec un seuil beaucoup plus sévère
de le-100. Les résultats (voir figure 3.24) montrent que le taux de congruence (D)
est extrêmement élevé, étant supérieur à 95% (sauf pour la taille 5). De même, le
taux d’incongruence (E) est inférieur à 2%, sauf pour la taille 5. Enfin, l’irrésolution
(F) est elle aussi très réduite, à moins de 3% (sauf pour les tailles 5 et 7 dont nous
discuterons plus loin), ce qui est nouveau, car elle était de l’ordre de 10% avec les
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Figure 3.24 — 5x2 gamma le-100 congruence, incongruence,
jeux de données classiques. Ces résultats sont causés par la valeur extrême du seuil
de brh. Comme nous Pavons vu à la section 3.10, les familles dont la e-value était
inférieure à le-40 avaient une congruence légèrement supérieure et une incongruence
légèrement inférieure à celles des familles avec une e-value supérieure à le-40. Dans
notre cas, toutes nos familles ont une e-value inférieure à le-100, et les résultats
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des gènes (voir tableau 3.4) dollile aussi le même résultat que précédemment pour
le-100, les gènes ont en moyenne 448 acides amillés contre seulement 275 pour
le-47. Ainsi, il semble y avoir une corrélation positive entre l’e-value d’une famille,
la longueur de l’alignement et le taux de congrueilce. La corrélation est négative
avec l’incongruence et l’irrésolution. Cependant, nous n’avons pas d’explication
satisfaisante à ce phénomène, et. il faudrait concevoir des expériences spécifiques
afin de l’étudier.
Discutons à présent du cas des familles de taille 5 et 7. Nous savons par l’expé
rience sur la conformation des familles (voir section 3.11) que les familles de tailles
impaires8 contiennent plus de gènes transférés du fait de la présence accrue de sin
gletons. Or la famille 7 présente un taux d’incongruence de 0, ce qui est tout à fait
inattendu. Par contre, le taux d’irrésolution forme un pic à presque 5%. La taille
5 présente elle aussi un pic d’irrésolution, et ce en plus de son pic d’incongruence.
Comme il est très improbable qu’il n’y ait pas de transfert parmi les familles de
taille 79, cela renforce l’hypothèse de l’irrésolution comme indicateur de HGT que
nous avons formulée plus tôt (voir figure 3.4). Cependant, l’irrésolutioll n’est que
légèrement supérieure à l’illcongruence, leur proportion ayant le même ordre de
grandeur que pour le jeu 5x2 origillal. Étant donné que nous n’avons échantillonné
qu’ull seul groupe taxonomique, une plus grande portion des HGT devrait provenir
de “l’extérieur”, et donc se traduire par une irrésolution nettement supérieure à l’in
collgruence. Or ce n’est pas le cas ici. Deux explications non exclusives existent. La
première est que la part de l’irrésolution dénotant les HGT est peut-être faible par
rapport à celle résultant du signal non-phylogénétique. La seconde découle du fait
que nous sommes capables de détecter les HGT à l’intérieur des gamma-protéobac
téries puisqu’elles sont divisées en sous-groupes, ce qui n’était pas le cas auparavant.
Comme il est vraisemblable que les gamma-protéobactéries échangent aisément des
7Dans ce cas-ci, et contrairement à la section 3.10, les familles à le-100 sont incluses dans
celles à le-4.
8dans les jeux de données avec 2 espèces par groupe.
9Surtout à cause de la présence de familles avec 1 et 3 singletons, comme nous l’avons montré
à la section 3.11.
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gènes’0, l’incongruence observée pour ce jeu de données serait principalemellt le
résultat des transferts à l’intérieur de ce groupe.
Si l’on réexamine nos résultats «illcongrllence précédents, on remarque des
pics similaires, quoique moins marqués. C’est le cas notamment pour les figures
3.15 (rééchantiflollilage 5x2 : pics à taille 7 et 9) et 3.16 (figure du bas, familles
avec e-values silpérieure à le-40 pics à 5, 7 et 9).
Enfin, nous avons réalisé l’étude des singletons pour les deux seuils de le-4
et le-100. Les résultats (figure 3.25) coirfirment ceux obtenus précédemrnellt (voir
section 3.11). Le taux d’incongruence augmente avec le nombre de singletons. La
seule anomalie à le-4 est une congruence à 3 singletons supérieure à celle pour
2, et une illcongruence nulle. Le nombre réduit de familles (13) peut expliquer ce
résultat aberrant. Ainsi, les principaux résultats que nous avons obtenus avec des
Figure 3.25 — 5x2 gamma le-4 et le-100 singletons.
jeux de dollnées à l’échelle des bactéries sont globalement retrouvés au sein des
gamma-protéobactéries. Il serait intéressant d’étendre ce test à dautres groupes.
mais le nombre et/ou la diversité des espèces disponible n’est pas encore suffisante
à cet effet.
3.14 Autres configurations de l’échantillonnage taxonomique
Nous avons jusqu’ici volontairement limité les configurations de groupes et d’es
pèces dans nos jeux de données à 5x7 et 5x2 afin de ne pas induire de variation
10En effet, si les HGT peuvent se produire entre des espèces éloignées, la proximité phylogéné
tique engendre des environnements génomiques plus similaires favorisant la fixation des HGT.
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pour ces deux paramètres. A présent nous introduisons deux nouveaux types 12
groupes x 2 espèces et 6 groupes x 4 espèces.
Borrelia burgdorferi 331 (1639)
Treponema pallidum str. Nichols (1031)
Chlamydia muridarum Nigg (911)
Chlamydophila caviae GPIC (1005)
Campylobacterjejuni NCTC 11168 (1624)
— Helicobacter pylori 26695 (1566)
Bradyrhizobiumjaponicum USDA 110(8317)
Sinorhizobium meliloti 1021 (6205)
Bordetella parapertussis 12822 (4185)
Raistonia solanacearum GMIY000 (5120)
Escherichia cou 0157 H7 EDL933 (5449)
— Vibrio cholerae 01 biovar eltor str. N16961 (3828)
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 (3848)
Clostridium tetani E88 (2432)
Bacillus cereus ATCC 10987 (5844)
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (4106)
— Lactococcus lactis subsp. lactis 111403 (2266)
Streptococcus mutans UA159 (1960)
- Mycobacterium tuberculosis H37Rv (3991)
Streptomyces coelicolor A3 2 (8154)
Nostoc sp. PCC 7120 (6132)
Synechocystis sp. PCC 6803 (3564)
— Prochlorococcus marinus str. CCMP 1375 (1882)
Synechococcus sp. WH 8102 (2517)
Figure 3.26 — 12x2 arbre
L’arbre 12x2 (figure 3.26) présente des branches inter-groupes plus courtes cjue
souhaité par notre protocole (Beta, Gamma, Low GC 2, Cyanobactéries 1 et 2
surtout). Nous avons dû faire un tel compromis afin de pouvoir assembler autant
de groupes. Malgré cela, les résultats corroborent ceux obtenus précédemment. Les
effectifs (figure 3.27 A, B et C) présentent la même distribution bimodale centrée
sur les familles de petites tailles (4 à 6) et universelles (24). Les tendances des taux
de congruence (D) et d’incongruence (E) sont également similaires à précédem
ment la congruence augmente avec la taille des familles alors que l’incongruence
diminue. Par contre, l’irrésolution (F) augmente légèrement, traduisant la difficulté
à bien résoudre tous les groupes, et ce à cause du manque de signal phylogénétique
dans certaines branches de l’arbre (les branches trop courtes). Il y a également de
nombreux pics d’incongruence et d’irrésolution, mais on ne retrouve pas leur asso
ciation avec les tailles impaires, bien que nous soyons dans une configuration avec
2 espèces par groupe. On croit discerner une périodicité de 3 (tailles 7, 10, 13 pour
0.1
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Figure 3.27 — 12x2 : A. B. C : effectifs des familles, des gènes et des groupes
testables. D, E, F congruence, incongruence et irrésolution. Les tailles des familles
sont indiquées sur la courbe.
E et f), mais les effectifs de groupes étant relativement faibles, on n’est pas à l’abri
d’erreurs stochastiques. comme dans le cas 5x7 (voir section 3.1 ; cependant les ef
fectifs plus nombreux cette fois-ci). Dans ce jeu de données, on vérifie bien que les
gènes rares sont plus sujets aux HGT que les gènes plus répandus, vérifiant d’une
part notre hypothèse, et montrant d’autre part que notre protocole est robuste à
des violations des conditions de départ puisque certaines branches inter-groupes
courtes ne Font pas empêché de détecter une baisse nette de l’incongruence (et
donc des HGT) en fonction de la diffusion des gènes.
L’arbre 6x4 (figure 3.28) montre que ce jeu de données est plus conforme à nos
principes de sélection des espèces que le 12x2, toutes les branches inter-groupes
étant suffisamment longues cette fois. Sans surprise, les effectifs des familles de
tailles intermédiaires (figure 3.29 A, B et C) sont faibles. À nouveau, la congruence
(D) augmente avec la diffusion des gènes, alors qu’incongruence et irrésolution
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Candïdatus Protochlamydia amoebophila UWE25 (2031)
Chlamydia muridarum Nigg (911)
Chlamydophita caviae GPIC (1005)
— Chlamydophila pneumoniae TW 183 (1113)
Enterococcus faecalis V583 (3265)
—
- Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 (2733)
Baciltus anthracis str. Ames Ancestor (5617)
Oceanobacillus iheyensis HTES3 1 (3496)
Glocobacter violaceus PCC 7421 (4430)
Synechococcus sp. WH 8102 (2517)
Nostoc sp. PCC 7120 (6132)
Themiosynechococcus elongatus BP 1 (2475)
Propionibacterium acnes KPAI7 1202 (2297)
Streptomyces avermïtilis MA 4680 (7673)
— Mycobacterium tuberculosis CDCI55I (4189)
Nocardia farcinica IFM 10152 (5936)
Gluconobacter oxydans 621H (2664)
Silicibacter pomeroyi DSS 3 (4252)
Bradyrhizobiumjaponicum USDA 110(3085)
Mesorhizobium loti MAFF303099 (7281)
Legionella pneumophila str. Paris (3166)
Pseudomonas putida KT2440 (5350)
Escherichia cou 0157 H7 str. Sakai (5447)
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figure 3.29 — 6x4 A. B, C effectifs des familles, des gènes et des groupes testables.
D, E, F congruence, incongruence et. irrésolution. Les tailles des familles sont
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exclusivement associés à des tailles de familles impaires1.
Bien que les effectifs des tailles intermédiaires des jeux de données 12x2 et 6x4
soient plus faibles que pour les jeux 5x2 à cause du nombre plus élevé d’espèces
(24 dans les deux cas), les résultats de congruence, d’incongruence et d’irrésolution
confirment ceux obtenus avec les jeux de données de type 5x2 et 5x7. Notre pro
tocole apparaît donc en mesure de montrer la validité de notre hypothèse initiale
quel que soit le type de conformation des jeux de données en termes de nombre de
groupes et d’espèces par groupe.
3.15 Création de jeux plus petits à partir de 5x7
Les différentes configurations de jeux de données ne peuvent être comparées que
jusqu’à un certain point, car les espèces sont variables d’ull jeu à l’autre. Dans cette
section nous partons d’un jeu de données riche en espèces (notre jeu 5x7 initial, voir
3.1), puis nous retirons successivement une espèce à l’ensemble des groupes pour
aboutir à un jeu 5x2. De cette façon nous pouvons réellement comparer l’effet du
nombre d’espèces par groupe sur la sensibilité de notre méthode. Pour chaque jeu
de données intermédiaire, les arbres phylogénétiques sont recalculés. D’autre part.
nous re-détectons aussi les familles de HNP parmi le nouveau jeu d’espèces, avant
de reconstruire les arbres. Les résultats obtenus sont présentés à la figure 3.30. Les
résultats avec la re-détection des HNP sont semblables à ceux obtenus sans. Non
seulement les courbes de régression sont presque égales, mais les courbes sont très
souvent superposées, y compris lorsqu’il y a des pics importants. Cela signifie que
les HNP détectés par brh sont peu influencés par le nombre d’espèces présentes.
Autrement dit, notre méthode de détection des HNP est robuste. La seconde ob
servation est. que les jeux de données les plus sous-échantillonnés (les plus réduits)
sont ceux qui contiennent le moins de HGT les niveaux d’incongruence et d’irré
solution diminuent effectivement avec le nombre d’espèces par groupe. On pourrait
arguer que ceci n’est qu’un artéfact causé par le fait que des arbres de petite taille
11Ce à quoi on pourrait s’attendre comme pour les cas avec 2 espèces par groupe, puisquon a
2 x 2 ici.
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Figure 3.30 — 5x7 downsampling. À partir du jeu de données 5x7, on retire une
espèce de chaque groupe pour obtenir le jeu 5x6. Le processus est répété pour les
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sont plus faciles à inférer que les grands: la reconstruction de grands arbres don
nerait donc plus de contradictions et d’indécisions (incongruences et irrésolution).
Cependant, une autre explication serait la suivante : plus il y a d’espèces, plus la
probabilité d’avoir des HGT est élevée. Or notre protocole est conçu de telle ma
nière qu’une seule espèce ayant reçu un gène d’un autre groupe rendra son propre
groupe incongruent, et ce peu importe le nombre d’espèces. La sensibilité de notre
méthode augmente donc avec le nombre d’espèces par groupe.
3.16 Tirage aléatoire d’un grand nombre d’espèces
Tous nos résultats ont été obtenus avec un nombre relativement petit de jeux
de données. De plus, ces derniers ne sont pas totalement indépendants car certaines
espèces sont utilisées dans plusieurs configurations, souvent à cause de leur position
taxonomique favorable et lorsqu’il y a peu de représentants de leur groupe. Afin de
montrer que nos résultats ne sont pas le fruit de particularités dues aux choix des
espèces, nous créons un bassin d’espèces pour 5 groupes12. Puis nous choisissons
aléatoirement 2 espèces dans chacun afin de constituer un jeu 5x2. Le processus est
répété 100 fois.
Les résultats (voir figure 3.31) confirment les grandes tendances déjà obser
vées. Tout d’abord, on retrouve la légère pente descendante de l’iucongruence en
fonction de la diffusion des gènes, ce qui appuie notre hypothèse. Les pics d’incon
gruence pour les valeurs impaires sont clairement présents, confirmant l’association
entre singletons et HGT. Lartéfact de la taille 4 qui cause une surestimation de la
congruence des familles de cette taille est aussi nettement visible : la congruence
à 4 est augmentée alors que l’incongruence (et dans une moindre mesure l’irréso
lution) est sous-estimée. On constate que certains groupes s’écartent nettement de
l’incongruence moyenne. D’une part les cyanobactéries ont le taux d’incongruence
le plus faible parmi les 5 groupes testés. De plus elles ont aussi le plus faible taux
d’incongruence. On peut donc affirmer qu’elle ont un faible taux de HGT, ce qui
‘2Cyanobactéries: 11 espèces, High GC: 16, Low GC : 24. Gamma-protéobactéries: 35, Alpha
protéobactéries : 20.
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confirme la tendance observée pour notre jeu de données 5x2 original (voir section
3.3). D’autre part. les gamma-protéobactéries ont un taux d’incongruence élevé,
indiquant une propension aux HGT. Ceci est en accord avec la grande diversité
écologique de ce groupe, car les HGT participent grandement à l’adaptation des
espèces à de nouvelles niches. Par contre, comme le nombre de spirochètes dispo
nibles est trop faible, nous ne pouvons confirmer le haut taux de HGT observé
pour ce groupe dans notre jeu 5x2 original. Enfin, comme les résultats obtenus par
une méthode rapide mais sujette aux artéfacts comme la parcimonie (MP) sont
comparables à ceux d’une méthode robuste comme le maximum de vraisemblance
(ML), notre choix d’utiliser une méthode de distance (relativement rapide) s’est
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Figure 3.31 — Tirage de 100 jeux de données 5x2








4.1 Notre hypothèse est vérifiée
L’hypothèse que nous avons formulée initialement était la suivante les gènes
répandus sont moins sujets au transfert horizontal (HGT) que les gènes avec une
distribution taxonomique plus limitée. Un gène arrivant par transfert aurait très
peu de chance d’être fixé dans le génome hôte si celui-ci possède déjà un gène
orthologue remplissant la même fonction. Un gène universel étant déjà présent chez
toutes les espèces, un transfert réussi serait. improbable. En revanche, un gène rare
a plus de chances d’apporter ne fonction nouvelle à l’espèce hôte, lui apportant
possiblement un avantage sélectif qui conduira à la fixation du nouveau gène dans
la population.
Les résultats ont confirmé que notre hypothèse est vraie dans tous nos jeux
de données. l’incongruence présentait. une pente négative vis-à-vis de la répartition
taxonomique. Comme notre protocole (notamment le choix despèces) est conçu afin
d’éliminer les artéfacts de reconstruction grâce à un signal phylogénétique (SP) très
supérieur au signal non-phylogénétique (SNP), nous avons attribué l’incongruence
aux HGT. L’incongruence des gènes rares étant plus élevée, nous en déduisons
qu’ils sont plus sujets aux HGT que les gènes “universels” (présents chez toutes les
espèces du jeu de données). Cependant. la pente est faible.
Par ailleurs, plusieurs indices nous ont amenés à considérer l’irrésolution comme
un autre indicateur de HGT. Tout d’abord, malgré le contexte d’une inférence phy
logénétique facile, l’irrésolution était relativement élevée. D’autre part, elle suivait
souvent la même tendance à la baisse que l’incongruence pour les familles de grande
taille, alors qu’en principe on s’attendrait à ce qu’elle augmente en raison du plus
grand nombre de noeuds à résoudre. Nous avons donc associé une partie de l’irré
solution aux HGT ayant pour source n groupe donneur non représenté dans nos
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jeux de données. Ceci s’explique par le fait que le gène transféré ne ressemblant à
aucun autre dans le jeu de données, il est attiré vers la base de l’arbre, entraînant
l’irrésolution.
Ainsi, la diminution des HGT avec la hausse de la répartition est donc vraisem
blablement sous-estimée, mais elle n’est probablement pas la première cause dans
la fixation des HGT.
4.2 Évaluation de notre protocole
Notre protocole s’est révélé robuste à la variation des configurations des jeux de
données, donnant des résultats cohérents pour 5 à 12 groupes, avec 2 à Z espèces
par groupe. Cependant, les jeux de données avec un nombre élevé d’espèces ont
des effectifs pour les familles de taille intermédiaire très faibles, ce qui induit des
erreurs stochastiques. Afin d’y remédier, nous avons assoupli le critère de complé
tude des sous-graphes de brh, ce qui a légèrement contribué à augmenter le nombre
de familles détectées. Nous avons devisé d’autres solutions possibles. Par exemple,
la combinaison de deux jeux de données ou plus après la détection des familles
d’homologues non-paralogues (HNP) : on doublerait ainsi facilement les effectifs
des familles. Par exemple, au lieu de prendre 6 espèces par groupes, on pourrait
créer deux sous-jeux de données avec 2 espèces par groupe en utilisant les mêmes
espèces. On s’affranchirait ainsi de la sévérité du critère de complétude des brh car
chaque graphe nécessiterait comparativement beaucoup moins de brh (voir figure
4.1). Comme les jeux de données sont disjoints, ils sont indépendants, et les fa
milles détectées peuvent être traitées ensemble. Par contre, il faudrait trouver un
moyen d’assembler les sous-familles afin de reconstituer les familles d’origine. Ceci
pourrait être fait en cherchant quelques brh entre les sous-familles.
Une autre façon de détecter plus de familles serait d’examiner plus en détail
les familles rejetées par notre programme de détection brh afin d’en “repêcher”
quelques unes qui satisferaient à certains critères. Par exemple, il se pourrait qu’un




Figure 4.1 — A. Jeu de données origillal 15 hrh sont nécessaires pour sélectionner
mie famille de taille 6. B. La divisioll e deux jeux de données diminue drastique
mellt le nombre de brh nécessaires pour détecter les mêmes 6 gènes.
rejetée. On pourrait choisir de la conserver en excluant le gène connecté par un seul
hrh.
Une élégante hypothèse pour expliquer la bimodalité de la distribution des fa
milles (et donc le petit nombre de familles de taille illtermédiare) a été proposée par
Ignacio G. Bravo. Les gènes rares seraient en train de se répandre parmi les espèces,











en voie de perte
4
Taille des familles de gènes
figure 4.2
— Hypothèse de Bravo
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4.3 Proportion des gènes détectés par brh et leur représentativité
Bien que nous ayons abondamment analysé les effectifs des familles de HNP
détectées par brh, nous n’avons jamais analysé leur nombre par rapport au nombre
total de gènes des espèces en question. C’est ce que nous nous proposons de faire
à présent. Le tableau 4.1 montre que la proportion de gènes détectés par brh
est étonnamment constante à travers tous nos jeux de données, variant de 8,71%
pour le jeu 12x2 à 9,99% pour 5x2. On conviendra que c’est une part niocleste
5x7 9,55% 6x4 9,43% 5x2 souches 9,24%
5x2 9,99% 12x2 8,71% 5x2 gamma 29,10%
Tableau 4.1 — Proportion des gènes détectés par brh pour nos jeux de données avec
un seuil de le-4. (nombre de gènes détectés par brh / nombre total de gènes dans
les espèces)
mais non négligeable des génomes complets. La seule exception est pour le jeu 5x2
gamma, pour lequel les gènes détectés par brh représentent 29,1% de la taille totale
des génomes. Ce résultat est évidemment causé par la proximité phylogénétique
des espèces du jeu de données (des gamma-protéobactéries). Comme les résultats
obtenus pour ce jeu n’étaient pas différents des autres, cela indic1ue que les 10% de
gènes détectés dans les jeux de données “normaux” ont le même profil de HGT que
30% des gènes. Par contre, toute extrapolation aux 70% de gènes restants doit être
faite avec la plus grande prudence.
4.4 Gènes non détectés par brh
Puisque nous ne détectons que 10 à 30% des gènes, quels sont les gènes que nous
ne détectons pas? Ces gènes se classent en trois catégories. (1) Tous les gènes ayant
au moins un paralogue $ comme Fexplique la figure 2.3, toute famille d’homologues
non-paralogues dont au moins un des membres a un paralogue proche sera rejetée.
Comme le nombre de paralogues n’est pas négligeable, ils entraiiient la mise à
l’écart d’un nombre probablement important de gènes. (2) Les gènes très rares le
nombre minimum d’espèces pour avoir une phylogénie est de 4. Nous ignorons donc
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les gènes présents chez trois espèces ou moins. Techniquement, brh est capable de
détecter les gènes présents chez 3 et 2 espèces, mais pas 1 car il faut qu’il y ait au
moins un brh. (3) Les orthologues issus de fusion ou de fission : ces gènes auront
seulement une portion de similarité avec les autres orthologues, ce qui empêche
la réciprocité du hit BLAST, et ainsi leur détection par brh. Enfin, en plus de ces
trois catégories de gènes, il existe dans chaque génome un certain nombre dORf
n’ayant pas d’homologue connu.
4.5 Amélioration de la détection des HGT
Plusieurs raffinements peuvent être mis en place afin d’améliorer la détection
des HGT. Un jeu de données avec un nombre élevé d’espèces par groupe a une plus
grande sensibilité aux HGT. mais au prix d’une saturation plus rapide. En effet.
plus il y a d’espèces, plus il y a de chances qu’un transfert dans le jeu de données
ait impliqué une des espèces. Un gène transféré (appartenant à une espèce d’un
autre groupe) a donc plus de chances d’être groupé avec son gène d’origine, ce qui
brise la monophylie du groupe.
Afin de détecter à la fois les transferts inter-groupes et intra-groupes. on pourrait
imaginer la création de sous-groupes d’espèces parmi les groupes principaux. Cela
reviendrait à créer plusieurs jeux de données comme 5x2 gamma (voir section 3.13)
avec d’autres groupes taxonomiques (par exemple les Cyanobactéries), puis les à
assembler dans un super-jeu de données. Cependant, on risque d’être limité par le
nombre moindre d’espèces disponibles en dehors des gamma-protéobactéries.
Nous avons expliqué plus tôt que les transferts provenant de groupes non pré
sents dans le jeu de données engendraient de l’irrésolution. Une solution pour
convertir cette irrésolution en incongruence serait d’ajouter au jeu de données plu
sieurs groupes additionnels, mais représentés par une seule espèce à chaque fois afin
de ne pas trop augmenter le nombre total d’espèces, ce qui, comme nous l’avons
vu, peut diminuer les effectifs des familles de tailles intermédiaires. Ces espèces
de groupes supplémentaires permettraient aux séquences transférées de se grouper
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avec elles (et donnant ainsi de l’incongruence) plutôt. que dêtre attirées vers la hase
de l’arbre, qui se traduirait par de l’irrésolution.
4.6 Amélioration des analyses
Les analyses que nous avons menées sont loin d’être exhaustives. Mis à part
l’expérience dans laquelle nous avons tiré 100 combinaisons d’espèces 5x2 (voir
sections 2.2.13 et 3.16), nous n’avons pas réalisé de tirages aléatoires. L’expérience
du retrait d’espèces (voir sections 2.2.12 et 3.15) en bénéficierait grandement t en
effet, nous avons simplement retiré une à une les espèces choisies arbitrairement.
Une répétition aléatoire du retrait. aurait d’une part modifié l’ordre de retrait des
espèces, et d’autre part changé les deux espèces restantes à la fin des retraits.
Maintenant que nous avons un protocole qui détecte de manière fiable les HGT
parmi des génomes, nous sommes en mesure de vérifier l’hypothèse de la complexité
(Jain et al., 1999). Selon cette hypothèse, les gènes inforînationnets, impliclués dans
des interactions plus complexes, sont moins aisément transférés que les gènes opé
rationnels (lui ont un nombre réduit des partenaires (voir section 1.5.1.3). Il suffit
pour cela d’obtenir le nombre d’interactions des gènes, puis de croiser cette infor
mation avec le taux de HGT. Ainsi, on pourrait directement observer s’il y a une
corrélation (positive) entre nombre d’interactions et taux de transfert. Une alter
native consisterait à analyser les fonctions des gènes transférés, puis de déterminer
s’il y a des catégories plus transférées que d’autres.
Avec notre méthode de détection des HGT, nous pouvons à présent étudier
l’influence de divers paramètres sur les HGT. Ces descripteurs, comme la taille
des génomes, le contenu en G+C, l’utilisation du carbone, la température et le pi-I
optimaux, etc. seraient soumis à une analyse de variance (ANOVA). Les résultats
pourraient être comparés à ceux obtenus par Jain et al. (2003).
96
4.7 Hypothèses alternatives/complémentaires
Les gènes ne sont pas toujours transférés individuellement, mais sous forme
d’opéron ou de plasmide par exemple. Ce paramètre pourrait affecter la probabi
lité de fixation du matériel génétique transféré. En effet, si plusieurs gènes parte
naires sont transférés simultanément, ils seront plus efficaces (et plus facilement
fixés) qu’un gène seul tout juste arrivé dans un nouvel environnement génomique
(Lawrence et Roth (1996). mais voir Pal et Hurst (2004) et Price et al. (2005)).
Cependant notre approche ne se préoccupe pas de cette question, et nous n’avons
a.ucun moyen de discriminer entre les deux cas de figures.
En plus de la rareté d’un gène, un autre critère pourrait influencer la propension
au HGT il s’agit de la plasticité du gène pour acquérir une nouvelle fonction.
Imaginons un gène A codant pour une enzyme qui arrive par HGT chez une nouvelle
espèce possédant déjà le gène correspondant. Le gène A restera pendant un certain
temps dans l’espèce hôte avant d’être probablement perdu. Si durant cette période.
un petit nombre de mutations affectant A lui permettent de métaboliser un nouveau
substrat, il apportera alors un avantage sélectif à l’hôte, et verra augmenter de façon
radicale ses chances d’être fixé.
Enfin, une hypothèse contraire à la notre a été formulée par Nicolas Rodrigue
le fait qu’un gène soit répandu devrait augmenter son taux de HGT simplement
par effet de nombre. De plus, en ca.s de transfert, un tel gène aurait plus de chances
de trouver des partenaires génomiques adéquats qu’un gène rare.
4.8 Conclusion
À partir de l’hypothèse relativement simple et vérifiée qu’était la nôtre, nous
avons découvert un grand nombre de paramètres sous-jacents expliquant certaines
particularités dans nos résultats, comme par exemple les singletons, ou l’artéfact de
monophylie pour les familles de taille 4. Cependant, comme nous l’avons vu dans
ce chapitre, des questions encore plus nombreuses ont été soulevées, nécessitant
chacune un nouveau protocole pour y répondre.
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